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Resumen 
En Colombia, en los últimos años se ha observado un rápido incremento en las tasas de 
cáncer colorrectal, llegando a ocupar el cuarto lugar en incidencia, y el quinto lugar en 
mortalidad por cáncer, tanto en hombres como en mujeres. Las metodologías disponibles 
para el diagnóstico de esta enfermedad son invasivas y raramente la detectan en 
estadios tempranos, empobreciendo el pronóstico en la mayoría de casos. Con el fin de 
mejorar los métodos de diagnóstico y hacerlos menos invasivos, actualmente se están 
buscando moléculas presentes en sangre que sirvan como biomarcadores de la 
enfermedad, a pesar del reto que esto representa debido a la complejidad de los 
derivados sanguíneos. Como parte de esta aproximación, pionera en el estudio de 
proteomas de plasma de pacientes colombianos, se estableció un protocolo de trabajo 
para el tratamiento de la muestra, en el cual se reduce el rango dinámico del plasma y 
permite la separación de sus proteínas por electroforesis bidimensional. Este protocolo 
se utilizó para el procesamiento de muestras de plasma de pacientes con diagnóstico de 
cáncer de colon invasivo distal, cáncer de colon invasivo proximal, cáncer de colon distal 
in situ y controles. Los proteomas resultantes se analizaron con el programa de 
comparación de imágenes Melanie 7.0, y se detectaron diferencias en expresión de 
proteínas estadísticamente significativas en, aproximadamente, un 10% de spots 
observados, de acuerdo a análisis de ANOVA y Kolmogorov-Smironov. 
 
Palabras clave: Proteómica, Plasma, Electroforesis Bidimensional, Biomarcadores, 
Cáncer colorectal. 
Resumen y Abstract VI 
 
Abstract 
Over the last years, incidence and mortality rates of Colorectal cancer has been 
increasing, becoming the fifth major cancer related death causes in Colombia´s 
population. Diagnosis of this disease is being made with screening methods that fail to 
detect it in early stages. With the aim of identifying proteins that can be used as 
biomarkers for early diagnosis of colorectal cancer, a protocol for obtaining reproducible 
proteomes from human plasma by two-dimensional electrophoresis, was established. 
This protocol accomplished both resolution and reproducibility for a comparative case-
control proteomic study in plasma samples. Control and patient proteomes were 
compared using Melanie 7.0 software. Using ANOVA and Kolmogorov-Smironov tests, 
approximately 10% of the spots were identified as differentially expressed between 
groups. 
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El término proteoma define al complemento proteico del genoma y se refiere al conjunto 
completo de proteínas expresado por una célula, tejido u organismo durante un momento 
y condiciones determinadas1. En relación con el genoma, el proteoma es más variado y 
complejo2, especialmente en células de organismos eucariotas, en los que la expresión y 
actividad de las proteínas se regula por medio de diversos mecanismos que incluyen 
modificaciones epigenéticas, postranscripcionales y postraduccionales. 
 
La proteómica comprende el conjunto de técnicas desarrolladas para la exploración de 
los proteomas3 y se encarga de estudiar las dinámicas y los cambios de expresión de las 
proteínas asociadas a estados biológicos. Una de sus aproximaciones más aclamadas es 
la caracterización y análisis de los proteomas de fluidos y/o tejidos originarios de 
pacientes con cáncer, con la cuales se busca la identificación de proteínas con potencial 
para la prevención, diagnóstico temprano, pronóstico, y predicción de la respuesta de 
dichas personas al tratamiento4. La información aportada por esta metodología permite 
no solo entender la historia de la enfermedad, sino también la identificación de posibles 
biomarcadores proteicos específicos. Numerosos estudios han sugerido la utilidad de la 
proteómica en la investigación de biomarcadores en cáncer, como el de ovario5,6, 
próstata7, mama8,9, vejiga 10 y páncreas11. Sin embargo, debido a la complejidad de las 
muestras clínicas, otorgada tanto por el número de proteínas presentes, como por el 
amplio rango de concentraciones en las que ellas se encuentran, la proteómica clínica 
requiere la implementación de tecnologías y procedimientos que faciliten la obtención de 
resultados significativos en el entendimiento y control de la enfermedad12.  
 
El cáncer colorrectal (CRC) ocupa en Colombia el cuarto lugar en incidencia, y el quinto 
lugar en mortalidad por cáncer, tanto en hombres como en mujeres, con un rápido 
incremento en ambas tasas13. El pronóstico para pacientes con CRC es altamente 
dependiente de la etapa en la cual se encuentre el paciente al momento del diagnóstico 
demostrando tasas de supervivencia a cinco años cercanas al 92% cuando se detecta en 
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etapas iniciales (En la escala Dukes ilustrada en el anexo A, estadio A), y únicamente del 
5% cuando se diagnostica en etapas avanzadas (Dukes D)14. En nuestro país la tasa de 
supervivencia es cercana al 7.4%15. El diagnóstico temprano es por tanto, un punto 
crucial en el manejo eficiente de esta enfermedad, y si bien actualmente se dispone de 
una variedad de metodologías para realizarlo, incluyendo la detección de sangre oculta 
en materia fecal, la colonoscopia, los métodos inmunohistoquímicos y el análisis de DNA 
exfoliado en materia fecal16, estos han demostrado ser ineficientes para el tamizaje de 
pacientes en estadios tempranos17, 18 por lo que se considera una necesidad urgente el 
establecimiento de una metodología eficiente para el tamizaje de pacientes en estadios 
iniciales. 
 
Este estudio hace parte de una aproximación exploratoria molecular al cáncer colorrectal, 
llevada a cabo actualmente en el grupo de investigación en Hormonas, Departamento de 
Química, Universidad Nacional de Colombia, la cual busca proteínas con expresión 
diferencial entre los proteomas plasmáticos de cuatro grupos de trabajo: controles, 
cáncer distal in situ, cáncer invasivo distal y cáncer invasivo proximal. 
 
En este trabajo se buscó el establecimiento de un protocolo para obtención de proteomas 
plasmáticos de alta resolución y reproducibilidad, que permitiera encontrar diferencias 
significativas en los niveles de expresión proteica al analizar poblaciones diferentes. La 
aplicación de este protocolo a muestras de pacientes y controles puede dar información 
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1. Marco teórico 
1.1 Proteómica 
El término proteoma se refiere al conjunto completo de proteínas expresadas por un 
organismo, tejido o célula, en un momento dado bajo condiciones determinadas. El 
proteoma es dinámico ya que depende tanto del componente genético intrínseco, como 
del entorno celular. Los diversos mecanismos de regulación de la expresión y la actividad 
de las proteínas dan lugar a un gran número de posibilidades, generando así un conjunto 
de proteínas muy complejo y específico19.  
 
Al estudio a gran escala de los proteomas se le llama proteómica, y comprende un grupo 
de aproximaciones metodológicas que permiten el análisis de distintos tipos de muestras, 
así como la comparación directa entre grupos. Aunque inicialmente se pensaba que la 
proteómica podría ser un método revolucionario en el análisis de fluidos biológicos, la 
enorme complejidad de las muestras, el rango dinámico, la estabilidad y las asociaciones 
entre proteínas, han mostrado ser obstáculos importantes en la caracterización de los 
proteomas, y por lo tanto, en la obtención de resultados concluyentes a partir de los 
mismos. Sin embargo los avances metodológicos alcanzados han permitido la inclusión 
de la proteómica en una gran variedad de estudios.  
 
Distintos enfoques han sido utilizados para distintas clases de estudios, desde la 
obtención de perfiles de expresión de proteínas hasta los estudios de señalización para 
desarrollar ensayos de biomarcadores, cada uno de estos enfoques varía entre otros 
aspectos en su versatilidad, requerimientos técnicos, grado de dificultad y costos. De 
estos enfoques, es posible distinguir dos subgrupos, dependiendo de qué es lo que se 
busca, aquellos dirigidos hacia un grupo pequeño y específico de proteínas o péptidos, 
llamados “restrictivos, “dirigidos” o “de objetivo”, y aquellos en los que se busca un grupo 
de proteínas imparciales más amplio, llamados de descubrimiento.  
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A partir de estos enfoques es posible estudiar una amplia gama de problemas biológicos, 
sin embargo hay que tener en cuenta que de la complejidad del organismo, la 
información que se desea obtener, así como de las tecnologías disponibles, depende el 
diseño del experimento, y por lo tanto sus limitaciones. 
1.1.1 Electroforesis bidimensional  
La electroforesis bidimensional es una técnica ortogonal que permite la separación de 
mezclas complejas de proteínas, por medio de un acople dado entre la separación por 
punto isoeléctrico (isoelectroenfoque) sobre un gel con gradiente inmovilizado de pH 
(tiras IPG) en una primera dimensión y la separación por peso molecular por medio de 
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones denaturantes (SDS-PAGE) en una 
segunda dimensión20. Como resultado se obtiene un mapa en el que cada punto o “spot” 
corresponde a al menos una proteína. Cuando se comparan grupos de muestras con 
diferentes trasfondos biológicos, las diferencias a nivel de expresión, isoformas o 
modificaciones postraduccionales pueden ser detectadas por medio de la comparación 
de estos mapas21. 
Por otra parte, la técnica permite el aislamiento de proteínas en cantidad suficiente para 
análisis posteriores de identificación, facilitando el análisis de perfiles de expresión 
proteica en muestras de alta complejidad como tejidos y fluidos biológicos, lisados 
celulares, entre otros22. Así como comparar directamente este perfil entre grupos de 
interés como por ejemplo en estudios clínicos de casos y controles 23,24.  
1.1.2 Proteómica en fluidos biológicos 
El plasma sanguíneo es la fracción no celular, fluida de la sangre. Representa  
aproximadamente el 55% del volumen total de la sangre y está constituido principalmente 
por agua, la cual actúa como solvente para diversas moléculas como electrolitos, 
azúcares, gases, proteínas, vitaminas y hormonas25. El suero corresponde a la fracción 
del plasma que no contiene factores de coagulación; el proceso de coagulación implica la 
participación de una cadena de proteínas y otros cofactores entre los cuales se 
encuentran la trombina, el fibrinógeno, el ion calcio y la transglutaminasa entre otros. 
 
El proteoma del plasma presenta una alta complejidad dado que está constituido por una 
gran variedad de proteínas, las cuales pueden encontrarse intactas o parcialmente 
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degradadas, además es posible encontrar conjuntos de proteínas provenientes de otros 
tejidos como subproteomas25. Por otra parte las proteínas en suero y plasma presentan 
modificaciones postraduccionales, se ha establecido que aproximadamente el 10% de las 
proteínas del suero se encuentran glicosiladas26 El proteoma del plasma sanguíneo es 
una entidad dinámica que depende de diferentes factores como la alimentación, el estrés, 
el sueño, el ejercicio, el embarazo, y otros25.  Su composición es específica de las 
diferentes condiciones del individuo, por lo cual su estudio es uno de los temas de mayor 
interés en la actualidad.  
1.2 Cáncer colorrectal 
El cáncer es un conjunto de enfermedades crónicas no transmisibles que involucran 
cambios dinámicos en el genoma27. La acumulación de mutaciones en genes 
determinantes en procesos como la proliferación celular, la apoptosis y la reparación del 
DNA (oncogenes, genes supresores de tumor y genes de reparación del DNA), llevan a 
la transformación progresiva de células normales a derivados malignos, evidenciada por 
la aparición de tumores28. Este proceso toma años e incluso puede extenderse por 
décadas. El cáncer de colon es una de las neoplasias más comunes en el mundo, en 
especial en países occidentales, donde ocupa el tercer lugar en incidencia29. En 
Colombia el cáncer de colon y recto ocupa el cuarto lugar en incidencia y el quinto en 
mortalidad por cáncer, tanto en hombres como en mujeres. Los factores de riesgo para el 
cáncer de colon son el sedentarismo, la obesidad y la dieta centrada en alimentos 
procesados y baja en frutas y hortalizas13. 
 
Los tumores colorrectales se presentan como un amplio rango de neoplasias, 
clasificadas de acuerdo a su histopatología como lesiones benignas las cuales no se 
consideran precursoras de cáncer, lesiones pre malignas como los pólipos adenomatosis 
y los adenomas y cáncer29, presentando una alta heterogeneidad fenotípica y genotípica 
derivada de las diversas vías carcinogénicas que les dan origen18. La tasa de 
supervivencia a 5 años es del 92% cuando la enfermedad es localizada, menos del 60% 
cuando se ha propagado en la pared intestinal, y de 7% cuando se ha dado metástasis 
distal en el momento del diagnóstico30. Más del 50% de los pacientes son diagnosticados 
cuando se ha dado la metástasis local o distal, lo que disminuye las posibilidades de 
sobrevida31. 
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1.2.1 Vías de carcinogénesis 
El cáncer de colon se desarrolla ya sea esporádicamente (85%), como parte de un 
síndrome hereditario (<10%), o en un contexto de enfermedad inflamatoria intestinal. 
Tradicionalmente se le ha atribuido a la vía adenoma-carcinoma el desarrollo de CRC en 
la mayoría de pacientes18, para esta secuencia se han identificado al menos dos 
mecanismos genéticos, la vía de inestabilidad de microsatélites y la vía de inestabilidad 
cromosómica18. 
 
De acuerdo a su localización, el cáncer de colon se puede clasificar como cáncer de 
colon derecho, también llamado proximal, cuando los tumores se encuentran ubicados 
desde el ciego hasta el ángulo esplénico o como cáncer de colon izquierdo, también 
llamado distal, cuando se encuentran ubicados desde el ángulo esplénico hasta el recto, 
como se observa en la Figura 1 donde se ilustra la división anatómica del colon. Los 
tumores encontrados en cada uno de estos segmentos presentan diferencias en cuanto a 
la vía genética de la cual se derivan, probablemente asociados a las diferencias 
embriológicas, morfológicas, fisiológicas y bioquímicas de la mucosa de cada 
segmento14. 
 
Figura 1. División anatómica del colon 
Estas diferencias en los tumores se encuentran relacionados con la respuesta a 
tratamiento y el pronóstico de los pacientes. 
1.3 Biomarcadores 
Los marcadores biológicos o biomarcadores se definen como una característica que se 
mide y evalúa objetivamente como indicador de procesos biológicos normales, procesos 
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patogénicos o respuestas farmacológicas a una intervención terapéutica 32. En clínica, los 
biomarcadores pueden ser usados para la identificación de individuos susceptibles, 
detectar tempranamente una enfermedad, determinar el pronóstico de la progresión de la 
enfermedad o la respuesta a un tratamiento, así como decidir el curso de un tratamiento 
determinado33. 
Puesto que los marcadores proteicos son por lo general proteínas de abundancia relativa 
baja en los fluidos biológicos, su identificación en una muestra cruda es difícil. Para 
mejorar la visualización y la identificación de estos potenciales biomarcadores, se ha 
hecho uso de diversos sistemas que reducen la complejidad del proteoma: aislamiento 
selectivo de sub-proteomas, sistemas de enriquecimiento de péptidos, enriquecimiento 
de proteínas específicas mediante el uso de anticuerpos, entre otros34. Entre ellos la 
depleción de las proteínas abundantes por medio de sistemas de afinidad es uno de los 
más usados en el caso de plasma o suero35. 
1.3.1 Biomarcadores en Cáncer 
La necesidad de definir biomarcadores de diagnóstico específicos se da debido a que a 
pesar de la disponibilidad actual de tecnologías para el diagnóstico a través de la toma 
de imágenes, el manejo quirúrgico y las modalidades terapéuticas, el cáncer continúa 
siendo una de las principales causas de muerte en el mundo, la detección temprana es la 
mayor esperanza para el aumento en las tasas de sobrevida de los pacientes36. 
 
Los biomarcadores utilizados en cáncer son por lo general, moléculas liberadas por los 
tumores o lesiones precancerosas al torrente sanguíneo, orina u otros medios. La utilidad 
de estos marcadores depende altamente de que sean detectables, por lo cual deben ser 
liberados regularmente, no ser degradados metabólicamente y ser medibles37. Un 
biomarcador ideal sería una proteína o péptido que pudiera ser detectado fácilmente en 
fluidos corporales del paciente, pero que no se encuentre en el individuo sano36. Sin 
embargo, una única proteína asociada específicamente a una enfermedad puede ser 
muy difícil de encontrar, se ha planteado que el proteoma del cáncer presenta más de 1.5 
millones de proteínas resultado del proceso postranscripcional y de las modificaciones 
postraduccionales, y además debido a la alta heterogeneidad en la fisiopatología de cada 
paciente, puede resultar no aplicable al total de la población.  
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Se han realizado búsquedas de biomarcadores a través de la proteómica en diversos 
tipos de cáncer, sin embargo una vez postulados la mayoría de ellos no han logrado 
superar la etapa de validación, anulando su potencial uso clínico38.  
 
Con este panorama, se ha llegado al consenso que una proteína individualmente no es 
suficiente para lograr el objetivo de formular una prueba diagnóstica aplicable al tamizaje, 
por lo que los estudios se dirigen a la búsqueda de un panel de biomarcadores. Se 
espera postular paneles de potenciales biomarcadores que superen la validación y sean 
lo suficientemente únicos para proporcionar una firma molecular de la enfermedad39. 
Se han establecido pocos biomarcadores en CRC, entre ellos, uno de los más 
encontrados es el componente del sistema de complemento; C3-desArg, al cual se le ha 
atribuido una sensibilidad del 96,8% y especificidad del 96,2% para discriminar pacientes 
con CRC a partir de inmunoensayos en suero40. Sin embargo la elevación de este factor 
se ha identificado en otros tipos de cáncer, es decir, no parece estar específicamente 




Las muestras de plasma de pacientes con cáncer de colon proximal invasivo, distal 
invasivo, distal no invasivo y controles sanos, presentan diferencias a nivel de expresión 
de proteínas relacionadas con el desarrollo de la enfermedad. Las diferencias en estos 
perfiles de expresión pueden ser observadas y reconocidas por la comparación de 
mapas proteicos obtenidos por electroforesis bidimensional de muestras de plasma 
sanguíneo de casos y controles.   
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3. Objetivos  
3.1 Objetivo General 
Caracterizar el perfil de expresión de proteínas plasmáticas de pacientes con cáncer de 
colon con miras a la identificación de posibles biomarcadores de la enfermedad mediante 
análisis proteómico. 
3.2 Objetivos Específicos 
• Optimizar las condiciones de ensayo para la obtención de perfiles proteicos de plasma 
humano por electroforesis bidimensional. 
• Analizar los proteomas de plasma de controles y pacientes, por medio de 
electroforesis bidimensional. 
• Evaluar el efecto de la depleción de proteínas abundantes en los análisis por 
electroforesis bidimensional de las muestras de plasma. 
• Identificar los perfiles de expresión de proteínas en plasma de pacientes con cáncer 
de colon distal in situ, invasivo distal, invasivo proximal y controles sanos mediante 
electroforesis  bidimensional. 
• Establecer la proporción de las proteínas que presentan diferencias en los niveles de 
expresión entre las muestras de plasma de controles sanos y las muestras de plasma 
de pacientes con cáncer de colon invasivo proximal, invasivo distal y distal in situ.  
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4. Metodología 
Este estudio inició con una fase de implementación en la que se establecieron las 
condiciones para llevar a cabo la separación por electroforesis bidimensional de 
proteínas en muestras de plasma sanguíneo humano de manera reproducible. En esta 
primera etapa se usaron muestras colectadas y almacenadas al interior del grupo de 
investigación en Hormonas. Empleando estas condiciones se obtuvieron los perfiles de 
expresión proteica de muestras de plasma de pacientes, previamente depletadas de 
inmunoglobulina G y albúmina, pertenecientes a cuatro grupos de estudio: controles, 
pacientes con cáncer de colon distal in situ, pacientes con cáncer de colon distal invasivo 
(cáncer de recto) y pacientes con cáncer de colon proximal invasivo (cáncer de colon 
derecho). Las imágenes obtenidas se analizaron utilizando del programa Melanie 7.0 
(Swiss Institute of Bioinformatics).  
Las proteínas diferencialmente expresadas se colectaron de los geles para su análisis 
por espectrometría de masas en tandem MALDI- TOF/TOF y su posterior identificación 
por medio del motor de búsqueda MASCOT43. 
4.1 Establecimiento de las condiciones de ensayo 
Con el fin de minimizar las dificultades metodológicas al momento de usar las muestras 
de pacientes, se realizó una etapa previa de reconocimiento y establecimiento de 
parámetros adecuados para el tratamiento de muestras de plasma sanguíneo dirigidas a 
búsqueda de biomarcadores. En esta etapa se usaron muestras de plasma y suero de 
cuatro individuos adultos (edad promedio 27 años) sin patologías conocidas, 
pertenecientes al banco de muestras del grupo de investigación en Hormonas. 
 
Los parámetros evaluados dentro de la metodología fueron: 
 
 Selección del derivado sanguíneo  
Se estableció el derivado de sangre más apropiado para este estudio, después de 
realizar una revisión bibliográfica44,45 y un análisis comparativo de los perfiles de 





 Disminución de la complejidad de las muestras 
Se evaluaron dos estrategias, la primera basada en la interacción de un conjunto 
de péptidos con las proteínas presentes en plasma (ProteominerTM, Bio-Rad) 
enfocada al enriquecimiento en proteínas de baja abundancia de la muestra y la 
segunda basada en un sistema de inmunoafinidad, dirigida a la captura de 
albúmina e inmunoglobulina G, dos de las proteínas de mayor abundancia en 
plasma (Proteoprep® PROTIA-Sigma Aldrich). 
 
 Tratamiento previo a isoelectroenfoque 
Se determinaron las tasas de recuperación y los perfiles proteicos en electroforesis 
unidimensional de tres métodos usados frecuentemente para eliminación de 
interferentes en electroforesis bidimensional como son la precipitación con acetona 
fría, con ácido tricloroacético (ATA)/acetona y con cloroformo/metanol46. Se 
observó la calidad en la separación de las proteínas por electroforesis 
bidimensional de las muestras depletadas de albúmina e inmunoglobulina G sin 
someterlas a un proceso de precipitación previo. 
 
 Buffer de disolución 
Se determinó el efecto de la composición de agentes caotrópicos en la calidad de 
la separación electroforética, comparando los perfiles electroforéticos 
bidimensionales obtenidos en presencia de Urea 8M, o de una mezcla Urea 7M-
Tiourea 2M.  
 
 Condiciones de isoelectroenfoque 
Evaluando diferentes condiciones de voltaje por hora, se estableció un programa 
para llevar a cabo la separación por punto isoeléctrico (IEF) de las proteínas de 
manera reproducible. 
 
 Detección de proteínas  
Se probaron dos metodologías para la detección de proteínas en geles de 
poliacrilamida; la tinción con plata compatible con espectrometría de masas (Pierce 
Silver Stain Kit for Mass Spectrometry. Cat No 24600,Thermo Scientific) y tinción 
con azul de coomassie coloidal G-25021. 
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 Identificación de proteínas por espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF 
Se establecieron las condiciones para la escisión y digestión de los spots de 
proteínas y se realizaron ensayos para evaluar si estas permitían la identificación 
de proteínas por medio de espectrometría de masas MALDI-TOF/TOF seguida de 
búsqueda en el motor de búsqueda MASCOT. 
4.2 Selección de las muestras 
Se usaron muestras de plasma de tres pacientes con diagnóstico confirmado por 
histopatología de cáncer de colon distal in situ (adenoma velloso con displasia de alto 
grado), tres pacientes con cáncer de colon invasivo distal, tres pacientes con cáncer de 
colon invasivo proximal y tres controles sin antecedentes personales ni familiares de 
cáncer. Las muestras se colectaron en el Hospital Universitario de Santander 
(Bucaramanga, Santander, Colombia), en el marco del estudio multicéntrico Obesidad, 
dieta, polimorfismos genéticos, y cáncer colorrectal en diferentes poblaciones 
colombianas realizado por el Instituto Nacional de Cancerología Empresa Social del 
Estado (INC E.S.E), aprobado por el Comité de Ética del INC, E.S.E. y, comités de 
hospitales y clínicas participantes. El uso de estas muestras se realizó bajo el marco del 
proyecto Análisis Exploratorio de Potenciales Biomarcadores en Cáncer de Colon, 
conjunto entre Universidad Nacional de Colombia y el INC (Acta de acuerdo N° 01, 28 de 
noviembre de 2012). Las muestras provinieron de pacientes de sexo masculino en un 
rango de edad entre 48 y 62 años, quienes habían aceptado previamente el uso de sus 
muestras en estudios futuros relacionados con CRC, mediante la firma de consentimiento 
informado. 
 
De cada paciente se obtuvieron 15 mL de sangre periférica, distribuidos en tres tubos 
Vaccutainer. Las muestras se almacenaron en neveras de icopor con geles refrigerantes 
(temperatura aproximada de 4°C), por un tiempo máximo de 2 horas antes de ser 
procesadas. El procesamiento consistió en la separación de los componentes 
sanguíneos: plaquetas, leucocitos, eritrocitos y plasma, para el cual las muestras se 
centrifugaron a una velocidad entre las 2.500 y 3.000 rpm por 10 minutos. Cada alícuota 
se almacenó a -70ºC hasta el momento del análisis. 
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4.3 Cuantificación de proteínas 
 Cuantificación de proteínas totales en muestras de plasma sin tratamiento  
El contenido de proteína de las muestras de plasma sin tratamiento se estableció por 
medio de la reacción de reducción de los iones Cu2+ y posterior acomplejamiento con 
ácido bicinconínico (BCA Pierce®, Thermo Scientific),  el complejo formado se monitoreó 
por medio de la medida de absorbancia a 570nm. Como referencia se usó una curva de 
calibración preparada por dilución seriada a partir de albúmina de suero bovino de 
concentración 2 mg/mL. 
 
Se prepararon 2 diluciones de cada muestra de plasma en relaciones 1:50 y 1:100. De 
cada dilución se tomaron 10µL, se sembraron en microplacas de 96 pozos y se 
mezclaron con 200µL de reactivo de ácido bicinconínico previamente preparado de 
acuerdo a lo establecido por el fabricante. Se incubó la placa por 30 minutos a 37ºC y 
finalmente se realizó la lectura de absorbancia a 570nm. Este procedimiento se llevó a 
cabo por triplicado tanto para las muestras como para los estándares de albúmina. 
 
 Cuantificación de proteínas en muestras de plasma tratadas 
Debido a que la composición de las soluciones usadas para la elución de las proteínas 
de las columnas empleadas para la disminución de la complejidad de las muestras 
presenta interferencia con el método del ácido bicinconínico, la determinación del 
contenido de proteínas en estas muestras se realizó por medio del método Pierce 
660nm® (Thermo Scientific). 
 
Se prepararon diluciones de cada muestra de plasma tratado con agua desionizada en 
relación 1:10. De cada dilución se tomaron 10µL, se sembraron en microplacas de 96 
pozos y se mezclaron con 150µL de reactivo, se incubó por 10 minutos a temperatura 
ambiente y finalmente se realizó la lectura de absorbancia a 660nm. El análisis se llevó a 
cabo por triplicado tanto para las muestras como para estándares de albúmina. Teniendo 
en cuenta que el pH acido del buffer de elusión usado interfiere con los métodos de 
cuantificación, fue necesario realizar un proceso de neutralización a las muestras 
obtenidas del procesamiento con ProteominerTM, Bio-Rad previo a la cuantificación. 
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4.4 Depleción de las muestras   
4.4.1 Proteominer
TM
 Small Capacity Kit (Cat #163-3006, Bio-Rad) 
Este sistema logra reducir el rango dinámico de muestras biológicas de alta complejidad 
como el plasma sanguíneo, haciendo uso de una biblioteca de ligandos peptídicos 
altamente variados. Al aplicar la muestra sobre un lecho de perlas que contienen los 
péptidos distribuidos en su superficie, las proteínas de alta abundancia saturan 
rápidamente sus ligandos, mientras que las de abundancia media y baja se concentran 
sobre los suyos, de esta manera el exceso de proteínas de alta abundancia se elimina y 
la mezcla resultante se encuentra enriquecida en proteínas que originalmente tenían 
menor abundancia. 
 
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, el proceso comenzó con la preparación del 
lecho de perlas dispuestas en columnas. En primer lugar se llevó a cabo el lavado con 
tres porciones de PBS pH 7.4 (200µL cada una), para la eliminación de la solución de 
almacenamiento y el acondicionamiento de las perlas. En seguida, se continuó aplicando 
200µL de muestra de plasma, equivalente a aproximadamente 15mg de proteína, y se 
incubó por 2 horas a temperatura ambiente con agitación rotacional. Transcurrido este 
tiempo, las columnas se centrifugaron por 60 segundos a 1000xg y el material recogido 
se almacenó a -20°C. Esta fracción se denominó Proteínas no retenidas. A continuación 
la columna se lavó tres veces con PBS y la elución de las proteínas retenidas se realizó 
mediante la incubación con 20µL de reactivo de elución (Urea 8M, CHAPS 2%, Ácido 
acético 5%) por 15 minutos seguido de una centrifugación a 1000xg por 60 segundos. 
Los pasos de elución se repitieron dos veces más. La muestra de proteínas a usar en 
adelante corresponde a la unión de las fracciones de elución. Estas muestras se 
neutralizaron usando Carbonato de Sodio 4M antes de continuar con su análisis y se 
mantienen a -20°C.  
4.4.2 Proteoprep® Immunoaffinity Albumin and IgG Depletion Kit 
(PROTIA-Sigma Aldrich)  
Este sistema hace uso de dos ligandos de inmunoafinidad específicos, uno para 
inmunoglobulina G y otro para albúmina, dispuestos en perlas empacadas en columnas. 
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Al pasar la muestra a través de la columna estos ligandos interactúan con sus 
respectivas proteínas, reteniéndolas y permitiendo su separación de las demás proteínas 
de la muestra.   
Siguiendo las indicaciones del fabricante, el proceso inició con la eliminación de la 
solución de almacenamiento y continuó con el lavado de la columna con tres porciones 
de 400µL de buffer de equilibro o solución amortiguadora de Tris pH 7.4 de baja fuerza 
iónica, después de cada lavado la columna se centrifugó a 500xg por 10 segundos. En 
seguida, 40µL de muestra de plasma equivalente a aproximadamente 2.8mg de proteína 
se diluyeron a 100µL con buffer de equilibrio, se aplicaron al lecho de la columna y se 
incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente; al terminar este periodo las columnas 
se centrifugaron a 8000xg por 60 segundos. La suspensión obtenida se aplicó 
nuevamente en el lecho de la columna, se incubó por otros 10 minutos y se centrifugó a 
8000xg por 60 segundos. A continuación se adicionaron 125µL de buffer de equilibrio, se 
centrifugó nuevamente la columna y el eluido obtenido se unió con la fracción recogida 
en el paso anterior correspondiente a proteínas no retenidas. Esta fracción de plasma 
depletado se almacenó a -20ºC. Terminado el proceso de depleción, se continuó con la 
recuperación de las proteínas retenidas en la columna asumiendo que corresponden 
principalmente a albúmina e inmunoglobulina G, para lo cual se realizaron dos lavados 
con 400µL de buffer de equilibrio, seguidos de la adición de dos porciones de 150µL de 
reactivo tipo 4 (Trizma Base 40mM, Urea 7.0 M, Tiourea 2M, Detergente C7BzO 1%, pH 
10.4), después de cada adición las columnas se centrifugaron a 8000xg por 60 
segundos. Las dos fracciones eluidas se reunieron y almacenaron a 4°C. 
4.5 Preparación de las muestras 
Las muestras de plasma o suero sanguíneo contienen además de proteínas, moléculas 
como ácidos nucleicos, polisacáridos, lípidos y sales, las cuales dificultan el proceso de 
migración de las proteínas durante el isoelectroenfoque así como interferencias con los 
métodos de tinción de los geles47. Por esta razón se han establecido metodologías para 
el tratamiento de la muestra que permitan la eliminación de estos contaminantes21; en el 
caso de las sales los métodos más comunes son la diálisis, la ultrafiltración y la 
precipitación22, mientras que en el caso de los lípidos el tratamiento con detergentes, la 
extracción con solventes y la precipitación son los más usados48. La precipitación de 
proteínas permite concentrar las proteínas en la muestra, eliminar simultáneamente 
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lípidos, sales y ácidos nucleicos, desintegrar complejos proteicos e inactivar proteasas en 
un solo paso49. La selección del método o agente precipitante más apropiado, depende 
de las características de la muestra y del método de análisis posterior, para el caso de 
muestras de plasma o suero para análisis por electroforesis bidimensional, se han 
implementado diversas metodologías 46,47,48,50, sin embargo los métodos comúnmente 
usados son la precipitación con acetona fría, la separación por cloroformo/metanol y la 




Cuatro volúmenes de acetona fría se adicionaron a un volumen de muestra,  la mezcla se 
incubó por 16 horas a -20ºC y luego se centrifugó por 10 minutos a 8000xg. El 




La muestra de proteína se diluyó a 100µL con agua desionizada, en seguida se 
adicionaron 240µL de metanol y 160µL de cloroformo, se mezcló por vortex y se 
adicionaron 320µL de agua desionizada, se mezcló una vez más y se centrifugó por 30 
minutos a 15000xg. La fase superior se descartó, finalmente se adicionaron 150µL de 
metanol, se mezcló y centrifugó por 15 min a 15000xg. El sobrenadante se descartó y el 




A la muestra se le adicionó el volumen necesario de ATA para obtener una concentración 
final de 10%, la mezcla se incubó por 1 hora a 4ºC y se centrifugó por 15 minutos a 
15000xg descartando el sobrenadante. Posteriormente el pellet se lavó dos veces con 
acetona y una vez con una mezcla acetona: agua en relación 9:1 y se secó al vacío.  
4.6 Electroforesis unidimensional SDS-PAGE 
De acuerdo a los protocolos de trabajo del Grupo de Investigación en Hormonas, se 
prepararon geles de separación en gradiente continuo de concentración de poliacrilamida 
de 5 a 15%, y geles de concentración al 4% de poliacrilamida, usando sistema Mini-
PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). En todos los geles se mantuvo una concentración de 
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SDS de 0.1%.  Las muestras se trataron con buffer carga (Glicerol 10%, SDS 2%, Tris-
HCl 60mM, DTT 140mM, azul de bromofenol 0.01%) y se sometieron a choque térmico 
(calentamiento en baño de maría a temperatura de ebullición por cinco minutos e 
inmediata transferencia a baño de hielo), con el fin de asegurar la reducción y 
desnaturalización completa de las proteínas y la disrupción de los complejos proteicos 
presentes. Los geles se trasladaron a la cámara de electroforesis, sumergidos en buffer 
de corrida (Tris base 25mM, Glicina 0.19M, SDS 0.1%) y se sometieron a 80V por 40 
minutos, 100V por una hora y 120V hasta terminar la corrida. La cámara se mantuvo con 
agitación y refrigeración durante todo el proceso. 
4.7 Western Blot contra IgG Humana 
Terminada la electroforesis, el gel se sometió a una electro transferencia a 200mA por 
dos horas, que permitió el paso de las proteínas del gel a una membrana de nitrocelulosa 
de 0.2µm, para ello se usó el módulo de transferencia de la cámara Mini-PROTEAN® 
Tetra Cell. Posteriormente esta membrana se incubó por una hora en solución de 
bloqueo (leche descremada 5%, Tris 25mM, NaCl 137mM, KCl 2.5mM, pH 7.4); luego la 
membrana se lavó tres veces con solución amortiguadora de tris salino, TBS (Tris 25mM, 
NaCl 137mM, KCl 2.5mM, pH 7.4) y se incubó por 16 horas a 4ºC con solución de 
anticuerpo policlonal de conejo contra Inmunoglobulina G humana (Código #A0423, Dako) 
en dilución 1:2000. En seguida, la membrana se lavó tres veces con TBS y se incubó por 
una hora con solución de anticuerpo de cabra contra inmunoglobulina de conejo 
conjugado con peroxidasa de rábano (Código #NA934, GE Healthcare) en dilución 
1:10000. Finalmente se procedió con el proceso de revelado usando el sistema 
quimioluminiscente Amersham™ ECL™ Prime (Código #RPN2232, GE Healthcare) y una 
película fotográfica que se escaneo al completar el procedimiento.  
4.8 Electroforesis bidimensional IPG-SDS-PAGE 
El isoelectroenfoque se realizó en tiras IPG de 7cm, pH 3-10 No lineal (Bio-Rad) usando 
el dispositivo PROTEAN® IEF Cell (Bio-Rad). Para la separación en este formato se 
precipitaron 100µg de proteína, los cuales se disolvieron en 125 µL del buffer de 
disolución seleccionado (CHAPS 2%, anfolitos pH 3-10 0,2%, DTT 40mM, azul de 
bromofenol 0,01%, urea 8M o urea/tiourea 7M/2M), durante el periodo de implementación 
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se comparó el efecto del agente caotrópico sobre la calidad de la separación, 
evaluándose la conveniencia del uso de urea o de la combinación urea/tiourea, por lo que 
se usaron dos variantes de buffer de disolución correspondientes a cada opción. Durante 
la fase de obtención de proteomas de plasma de pacientes, se utilizó únicamente la 
variante urea-tiourea. 
 
La disolución de las proteínas precipitadas se permitió por un periodo de 30 minutos con 
agitación ocasional, con el fin de asegurar que la mayor cantidad de proteínas se 
encontraran disueltas en el momento de la aplicación de las muestras a las tiras. Por 
último, las muestras se centrifugaron a 5000xg durante 60 segundos, con el fin de 
separar cualquier residuo sólido que pudiera interferir con la absorción de la muestra en 
las tiras y/o la migración de las proteínas a través del gel. El proceso de disolución 
demostró ser eficiente, ya que en general las disoluciones se encontraron libres de 
precipitados. 
 
Finalmente la muestra se sembró en un carril de la cámara de focalización, se puso en 
contacto con el gel en la tira, y se dio inicio al programa de isoelectrofoque, tabla 1. La 
tira se cubrió con 1mL de aceite mineral para evitar la deshidratación y el 
sobrecalentamiento durante el proceso. Aun cuando la cubeta permite el uso de los 12 
carriles en simultáneo, en este estudio se estableció un número máximo de 6 tiras por 
corrida. 
 
Voltaje (Volts) Tiempo (horas) Observaciones 
0 1 Rehidratación Pasiva 
50 11 Rehidratación Activa 
200 1 Rampa Rápida 
500 1 Rampa Rápida 
1000 1 Rampa Rápida 
2000 1 Rampa Rápida 
4000 Hasta 10000 VH Rampa Rápida 
500 5 Paso de seguridad 
Tabla 1.  Programa de Isoelectroenfoque 
 
Después del isoelectroenfoque, la tira se trasladó a una cubeta plástica reusable, donde 
se realizó el equilibrio por reducción con DTT 130mM seguida de alquilación con 
yodoacetamida (IAA) 135mM, cada uno en 2.5mL de buffer de equilibrio (Tris-HCl 
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375mM, Glicerol 20%, SDS 2%, pH 8.8). Cada paso se ejecutó por 15 minutos con 
agitación horizontal moderada. La tira se acopló con la segunda dimensión usando un 
sello con solución de agarosa 1% (SDS 0.1%, azul de bromofenol 0.01%, Tris base 
25mM, Glicina 0.19M). Finalmente la separación por peso molecular se llevó a cabo en 
condiciones denaturantes usando geles de poliacrilamida al 12%. Al igual que en la 
electroforesis unidimensional, se usó la cámara Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad), 
las condiciones de corrida fueron: 80V por 40 minutos, 100V por una hora y 120V hasta 
terminar la corrida. Para todos los geles se usaron 4µL de marcador de peso molecular 
PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific). Siempre 
que fue posible, la cámara se utilizó en su capacidad total (4 geles).  
4.9 Tinción de geles 
4.9.1 Tinción con plata, Pierce Silver Stain Kit (#24600,Thermo 
Scientific) 
De acuerdo a lo establecido por el fabricante, los geles se incubaron con 20mL de una 
solución acuosa de etanol 50%, ácido fosfórico 2% por 16 horas, durante este periodo se 
logra el fijado de las proteínas en el gel. Luego se trataron por 5 minutos con 25mL de 
solución de lavado de etanol 10% y posteriormente con 25mL de solución sensibilizadora 
por un minuto. Se trataron con solución de tinción por 30 minutos y con solución de 
desarrollo por aproximadamente 3 minutos, la reacción se detuvo con solución de ácido 
acético al 5%. 
4.9.2 Tinción con azul de coomassie coloidal21: 
El proceso comenzó con la incubación en una solución acuosa de etanol 50%, ácido 
fosfórico 2% por 16 horas, durante este periodo se dio el fijado de las proteínas en el gel. 
En seguida se realizaron cuatro lavados sucesivos con 25mL de agua destilada de 15 
minutos cada uno, y se incubaron por 1 hora con 25mL de solución acuosa de etanol 
18%, ácido fosfórico 2% y sulfato de amonio 15% para el acondicionamiento de los geles. 
Finalmente se adicionó a esta solución,  250µL de solución de azul de coomassie G-250 
2% en etanol y se permitió la tinción por 3 días. El ruido de fondo se eliminó por lavados 
sucesivos con agua destilada. 
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4.10 Identificación de proteínas por espectrometría de 
masas  
Se llevaron a cabo varios ensayos para establecer las condiciones adecuadas para la 
identificación de spots vía espectrometría de masas, teniendo en cuenta que esta parte 
del análisis se llevó a cabo en el Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) en Rio de Janeiro, 
Brasil, gracias a la ayuda prestada por parte de la Doctora Patricia Cuervo, del 
Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose.  
4.10.1 Escisión y digestión de los spots 
Los geles se ubicaron en una superficie de vidrio limpia y seca, previamente tratada con 
metanol. La escisión se realizó manualmente usando una punta de micropipeta cortada 
para dar el tamaño del spot y tratada con metanol. Cada spot se colocó en un tubo 
eppendorf de 1.5 mL de baja adherencia, previamente marcado. De ser necesario, se 
realizó una división del spot usando una hoja de bisturí de acero inoxidable.  
 
Con el fin de eliminar la coloración del spot y los remanentes de SDS, se realizaron tres 
lavados con 100µL de solución fresca de acetonitrilo (ACN) 50% - Bicarbonato de amonio 
(NH4HCO3) 25mM, cada uno de 15 minutos. A continuación los spots se deshidrataron 
usando 100µL de ACN 100% y se dejaron secar por 15 minutos. Los geles se 
rehidrataron por 30 minutos con 15µL de una solución fresca de Tripsina 20ng/mL (Seq. 
Grade modified, Promega, Madison WI USA) en NH4HCO3 50mM, a una temperatura de 
4°C. Posteriormente se adicionaron 20µL de NH4HCO3 50mM y se ejecutó la digestión a 
37°C por 16 horas52.  
 
Los péptidos trípticos obtenidos se trasladaron a un nuevo tubo y el gel se sometió a dos 
extracciones por ultrasonido con 30µL de solución fresca de ACN 50% - Acido 
Trifluoracético (TFA) 2%, cada una por 15 minutos. Los péptidos obtenidos por extracción 
se reunieron con la primera fracción y se sometieron a concentración por evaporación al 
vacío (Speed Vac) hasta obtener un volumen cercano a los 10µL.   
Finalmente, los péptidos se transladaron al Laboratório de Pesquisa em Leishmaniose 
del Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) en Rio de Janeiro, Brasil, para continuar con el 
análisis por espectrometría de masas.  
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4.10.2 Espectrometría de masas e identificación por MASCOT 
Los péptidos se trataron para la eliminación de sales remanentes, por ejemplo NH4HCO3, 
usando el sistema ZipTip® Pipette Tips (Cat. # ZTC18S096, Millipore) de acuerdo a las 
instrucciones del fabricante. En seguida la muestra se sembró en una placa para MALDI 
y se adicionó 0.3µL de suspensión de matriz. A continuación la placa se trasladó al 
equipo TOF/TOFTM 5800 System (AB SCIEX) para realizar el análisis por espectrometría 
de masas.  
Los archivos de texto (.txt) con los resultados obtenidos por cada uno de los spots, se 
sometieron a indagación con el motor de búsqueda Mascot, los parámetros de búsqueda 
utilizados fueron: 
 Búsqueda de ion MS/MS 
 Base de Datos: SwissProt 
 Taxonomía: Homo sapiens  
 Enzima: Tripsina 
 Clivajes perdidos: 1 
 Cuantificación: Ninguna 
 Modificaciones Fijas: Carbamidometilación en cisteína 
 Modificaciones Variables: Oxidación en metionina 
 Carga del péptido: 1+ 
 Instrumento: MALDI-TOF/TOF 
4.11 Análisis de imágenes 
El análisis de imágenes se llevó a cabo usando el programa Melanie 7.0 (Swiss Institute 
of Bioinformatics)53. Este programa hace uso de un sistema de jerarquías que permiten el 
emparejamiento y alineamiento entre imágenes, desde las más similares (replicas 
técnicas) hasta las más disimiles (diferente condición biológica). Los niveles jerárquicos 
pueden ser establecidos por el usuario de acuerdo a sus necesidades, al igual que los 
grupos a comparar.  
 
Inicialmente las imágenes se seleccionaron, cargaron al programa y se recortaron. 
Posteriormente las imágenes se asignaron a un proyecto llamado CRC, el cual contiene 
todas las imágenes y almacena toda la información relacionada con el análisis de los 
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geles. Dentro del proyecto, cada replica de imágenes pertenecientes a la misma muestra 
(replicas técnicas) se asignó a la menor jerarquía, la siguiente jerarquía se creó 
reuniendo los tres grupos correspondientes a las muestras de una misma condición 
fisiológica (replicas biológicas), como se muestra en la figura 2.  
 
Figura 2. Jerarquías para el análisis de imágenes por Melanie 7.0 
 
Posteriormente se detectaron los spots de acuerdo a los parámetros establecidos, de ser 
necesaria se realizó la edición de los mismos (edición entendida en términos de eliminar, 
unir, crear, o separar spots). A continuación se escogió la imagen con el mejor patrón de 
separación como imagen de referencia para cada grupo, y se estableció un spot pequeño 
e intenso presente en todas las muestras (Landmark) para facilitar el alineamiento de las 
imágenes entre replicas. En seguida se efectuó el emparejamiento y la curación manual 
del mismo entre los geles pertenecientes a un mismo rango de la jerarquía. Este proceso 
se hizo en cada nivel de la jerarquía.  
 
La reproducibilidad de los geles fue evaluada por medio de las herramientas estadísticas 
proporcionadas por el programa, particularmente se usó el Análisis Factorial para 
determinar la correlación de las imágenes analizadas. Completado el emparejamiento, se 
establecieron las clases (grupos de imágenes a comparar en cuanto a expresión 
proteica) y se realizó la comparación. La identificación de los spots que presentan 
diferencias de expresión entre grupos se logró de acuerdo a análisis estadístico de 
tendencia central y dispersión de los datos de intensidad, volumen o área de cada spot. 
Se usaron dos test estadísticos para la discriminación de los spots con expresión 
diferencial, el test de Anova y el test de Kolmogorov- Smirnov a un nivel de significancia 

























































5. Resultados  
5.1 Establecimiento de las condiciones de ensayo  
Inicialmente se llevó a cabo la cuantificación de las muestras de plasma sin tratar. Una 
curva representativa de calibración para el análisis con ácido bicinconínico se muestra en 
la figura 3. Las concentraciones de las muestras se presentan en la tabla 2. 
 
Figura 3.  Curva de calibración para el método de ácido bicinconínico (BCA® Pierce).  
Diluciones seriadas de un estándar de BSA reaccionaron con una cantidad fija de BCA, la intensidad del 
color obtenido se determinó por medida de la absorbancia a 570nm 
 
Muestra Derivado Concentración mg/mL 
1 
Suero 72.15 ± 3.84 
Plasma 70.98 ± 3.88 
2 
Suero 70.46 ± 3.06 
Plasma 70.81 ± 5.16 
3 
Suero 68.64 ± 2.34 
Plasma 72.40 ± 3.54 
4 
Suero 78.75 ± 3.17 
Plasma 72.50 ± 4.75 
Tabla 2. Concentración de proteína en muestras de plasma y suero 
y = 0,4112x + 0,0203 





























Concentración de BSA (mg/mL) 
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El rango de concentración oscila entre 71.67 ± 1.5 mg/mL para plasma y 72.50 ± 3.3 
mg/mL para suero, estos valores se encuentran dentro del rango reportado para este tipo 
de muestras22,54. Por otra parte es importante mencionar que los valores de 
concentración encontrados en las muestras de suero muestran una mayor variación 
cuando se comparan con las de plasma. El perfil de expresión proteico de las muestras 











Figura 4. Perfil de expresión proteica de muestras de suero y plasma de cuatro individuos 
25µg de proteína de suero o plasma se separaron electroforéticamente y se tiñeron con azul de coomassie 
coloidal. 1. Patrón de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (26630, Thermo 
Scientific).  2, 4, 6, 8 Plasma 1-4. 3, 5, 7, 9 Suero 1-4, respectivamente. 10. Estándar de albúmina humana 
(A3782, SIGMA)  
 
Aunque las diferencias observadas entre los perfiles electroforéticos de las muestras de 
suero y plasma no son por si mismas concluyentes, de acuerdo a las recomendaciones 
de la HUPO34 se determinó que para los estudios enfocados en la búsqueda de 
biomarcadores la muestra más adecuada es el plasma, por lo cual se escogió este 
derivado sanguíneo para continuar. Por otra parte no se observan diferencias 
determinantes cuando se comparan los perfiles electroforéticos de los distintos pacientes, 
sean de suero o plasma. 
5.1.1 Evaluación de los métodos de disminución de la 
complejidad de las muestras 
Se calcularon las tasas de recuperación de cada sistema de acuerdo a la cantidad de 
proteínas cargadas y a la cantidad obtenida una vez finalizado el proceso, en el caso de 
Proteoprep® (PROTIA Sigma-Aldrich) las proteínas no retenidas por la columna 
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corresponden al 21.92% de las proteínas cargadas, mientras que para ProteominerTM 
(Cat #163-3006, Bio-Rad) las proteínas  2.23%. 
 
Para comparar los perfiles proteicos obtenidos después del uso de los sistemas de 
reducción de la complejidad, ProteominerTM y Proteoprep® se usó únicamente una 
muestra de plasma, Plasma 1. Una vez tratadas las muestras, se realizó la comparación 
de los perfiles electroforéticos por medio de electroforesis unidimensional y 
bidimensional, figuras 5A y 6 respectivamente. Con el fin de evaluar la extensión de la 
depleción de IgG se efectuó inmunoensayo para detectar la proteína remanente, figura 
5B. 
 
Figura 5. Perfil electroforético de muestras de plasma con rango dinámico disminuido 
25µg de proteína, correspondientes a cada tratamiento o fracción se separaron electroforéticamente; se 
tiñeron con azul de coomassie coloidal o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para un posterior 
western blot. A. Gel teñido con Azul de coomassie coloidal B. Película revelada resultado del Western blot 
contra IgG humana. Los carriles corresponden a 1. Plasma completo. 2. Plasma tratado por Proteominer
TM
. 
3. Plasma tratado por Proteoprep®. 4. Proteínas retenidas Proteprep®. 5. Marcador de peso molecular 
PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (26630, Thermo Scientific). 6. Patrón de albúmina 
humana (A3782, SIGMA)  
Los perfiles proteicos obtenidos después de cada tratamiento son evidentemente 
distintos entre sí, es apreciable que aunque con ninguno de ellos se da la eliminación 
completa de la banda de correspondiente a la albúmina (figura 5A), ni de la 
correspondiente IgG, (figura 5B), si se observa una disminución drástica en la intensidad 
de las mismas, esto se corrobora al realizar un análisis densitométrico de las bandas 
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obtenidas por medio del programa Quantity One® (Bio- Rad) en donde se obtiene una 
disminución de entre el 75-85% en la intensidad dela banda correspondiente a IgG en las 
muestras tratadas por ProteominerTM y de entre el 73-80% en las muestras tratadas por 
Proteoprep®. De la misma forma al comparar con el perfil de la muestra inicial, ambos 
tratamientos exhiben un aumento en el número de bandas detectables, encontrando 15 
bandas en la muestra sin tratar, 17 en la muestra tratada por ProteominerTM y 21 en la 
tratada por Proteoprep®. 
Es notorio el aumento en la resolución de las bandas en las muestras tratadas con 
Proteoprep® comparada con las tratadas por ProteominerTM (figura 5A, carril 3 y 2 
respectivamente), principalmente en la región de bajo peso molecular. Por otra parte, al 
evaluar el perfil de la fracción de proteínas retenidas por el sistema Proteoprep® (figura 
5A, carril 4), se detectan pocas bandas además de las correspondientes a albúmina o 
IgG.  
 
La figura 6 presenta el perfil bidimensional de la muestra Plasma 1 tratada con cada uno 
de los sistemas, en donde se observa un mayor número de spots en el perfil de las 
muestras tratadas comparado con el perfil de la muestra sin tratar. Si bien no es posible 
determinar a simple vista si existe una diferencia entre el número de spots totales 
encontrados para cada tratamiento, es evidente que existe una menor cantidad de spots 
en la zona de bajo peso molecular en la muestra tratada con ProteominerTM (figura 6B) 
comparada con la tratada por Proteoprep® (figura 6C). 
 
 
Figura 6. Verificación de la reducción del rango dinámico en los perfiles electroforéticos bidimensionales de 
plasma humano  
100µg de proteína obtenida después de cada tratamiento se separaron por 2D-PAGE, usando tiras de 7cm 
pH 3-10 y geles al 12% de poliacrilamida. Se empleó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained 
Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific) y tinción con azul de coomasie coloidal A. 
Proteoma de plasma sin tratamiento. B. Tratamiento con  Proteominer
TM




Figura 7. Perfiles proteicos bidimensionales de las fracciones descartadas por los sistemas de reducción de 
rango dinámico 
100µg de proteína obtenida de las fracciones descartadas por cada tratamiento se separaron por 2D-PAGE, 
usando tiras de 7cm pH 3-10 y geles al 12% de poliacrilamida. Se empleó el marcador de peso molecular 
PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific) y tinción con plata. A. 




Adicionalmente debido al fundamento del sistema ProteominerTM, en la fracción obtenida 
por este método se da una “normalización” de las concentraciones de proteínas, con lo 
cual es posible que se dé una pérdida de información cuando se compara la 
concentración de una proteína en dos muestras distintas. Este factor es determinante a la 
hora de comparar proteomas propios de estados fisiológicos distintos en los que se 
busca observar diferencias cualitativas y cuantitativas, referidos no solamente a la 
ausencia y presencia de spots, sino a cambios en la intensidad de los mismos; el sistema 
Proteoprep® demuestra una menor intervención en las concentraciones de proteínas 
diferentes a la albúmina e IgG, en la Figura 7 se muestran los perfiles bidimensionales de 
las fracciones no usadas para cada sistema, donde esto queda bien demostrado. De 
acuerdo a lo descrito anteriormente, el sistema Proteoprep® se seleccionó como método 
a utilizar en el tratamiento de las muestras de plasma para estudios orientados a la 
identificación de potenciales biomarcadores. 
 
Teniendo en cuenta las tasas de recuperación de proteína y que el sistema MALDI 
detecta cantidades en el orden de atomoles, se estableció que el formato de los geles a 
trabajar será de 7cm, los cuales además presentan una mejor reproducibilidad. 
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5.1.2 Selección del método de precipitación 
La comparación de los métodos de precipitación se llevó a cabo en la muestra de plasma 
1 sin tratamiento. En cada método se usó el volumen necesario para tener 25µg de 
proteína, los cuales se suspendieron directamente en buffer carga. El perfil electroforético 
unidimensional comparativo se observa en la figura 7. 
 
Figura 8. Perfil electroforético unidimensional de plasma con variación en el método de precipitación 
25µg de proteína de plasma completo se trataron para la eliminación de contaminantes, se separaron por 
electroforesis unidimensional y se tiñeron con azul de coomasie coloidal. 1. Marcador de peso molecular Plus 
Prestained Protein Ladder (#26619, Thermo Scientific) 2. Acetona fría 3. Metanol-Cloroformo. 4. 
ATA/Acetona. 5. Muestra sin precipitar. 
 
Al comparar la intensidad de las bandas en el carril 5 con los demás, se observa que 
independientemente del método, durante el proceso de precipitación existe perdida de 
proteína; sin embargo se aumenta la definición de las bandas y el corrido vertical se hace 
más homogéneo, sin producirse el ensanchamiento de las bandas. Los tres métodos 
presentan un perfil similar en cuanto a número e intensidad de las bandas, por lo que la 
selección del método se basó en su aplicabilidad a un número amplio de muestras. Tanto 
en el método de ATA/Acetona como en el de Cloroformo/Metanol el pellet se disolvió en 
buffer carga sin mayor dificultad, en contraste con la muestra tratada con acetona fría 
que requirió más tiempo y volumen de buffer para su reconstitución, representando una 
dificultad a la hora de manipular un gran volumen de muestras. Por otra parte el método 
de Cloroformo/Metanol muestra menor intensidad en las bandas (figura 7, carril 3) 
sugiriendo mayor pérdida de proteínas.  Adicionalmente, de los tres evaluados, este 
método es el de mayor número de pasos, lo que aumenta la manipulación de la muestra 
y puede llevar a una baja reproducibilidad.  En este orden de ideas se escogió el método 
de ATA/Acetona para el tratamiento de las muestras de pacientes.   
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5.1.3 Elección del buffer de disolución 
De acuerdo a las instrucciones del fabricante, las muestras resultantes del tratamiento 
con Proteoprep®, pueden ser sometidas al proceso de isoelectroenfoque sin tratamiento 
adicional, usando el reactivo tipo 4 (suplido por el estuche) como buffer de rehidratación. 
De ser posible usarlo de esta manera, se disminuiría la manipulación de la muestra. No 
obstante, con el fin de determinar si se podría mejorar la resolución de la separación, se 
comparó la calidad de separación de la muestra usando reactivo tipo 4 versus con 
precipitación seguida de rehidratación en urea o en presencia adicional de tiourea. 
 
Figura 9. Efecto del buffer de disolución en el isoelectroenfoque de plasma 
100µg de proteína de plasma depletado de IgG y albúmina se separaron mediante 2D-PAGE usando tiras de 
7cm pH 3-10 y geles al 12% de poliacrilamida, se empleó el marcador de peso molecular PageRuler 
Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific), los geles se tiñeron con azul de 
coomassie coloidal. A. Muestra en reactivo tipo 4, B. Muestra en buffer Urea C. Muestra en Buffer Urea-
Tiourea  
 
Las recomendaciones del fabricante en cuanto al tratamiento previo al IEF de la muestra 
llevan a una separación deficiente, lo cual es evidente en la zona resaltada en el 
recuadro naranja; en la figura 9A no es posible definir el número de spots, únicamente se 
observa una mancha alargada, sin embargo en las figuras 9B y 9C se observan 
claramente separados los tres spots. Podemos observar que el tratamiento de las 
muestras por precipitación y redisolución en buffer aumenta la resolución de la 
separación, y que la inclusión de la Tiourea en el buffer de redisolución lleva a la 
detección de una mayor cantidad de spots así como a una mejoría en la calidad en la 
separación, reflejada en la resolución de los mismos (Fig 9C, recuadro negro). 
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5.1.4 Método de detección de proteínas 
En este caso se usó la muestra de plasma 1 tratada por Proteoprep®, la muestra se 
sometió a todo el proceso de separación por electroforesis bidimensional y finalmente se 
tiño con azul de Coomassie coloidal y con plata. En la figura 10, podemos observar como 
el proceso de obtención de un gel bidimensional da como resultado un perfil 
característico en que se observan una gran variedad de spots, diversos en cuanto a 
tamaño e intensidad, este perfil es comparable con los encontrados en estudios 
similares51. Sin embargo existe la posibilidad de que algunos spots no sean detectables 
en la tinción con azul de coomassie coloidal (figura 10A), por lo cual se realizó la 
comparación con otro método de tinción conocido por presentar mayor sensibilidad, la 
tinción con plata (figura 10B). Se usó el protocolo de tinción compatible con 
espectrometría de masas, previendo una fase de identificación de spots con expresión 
diferencial. 
 
Figura 10. Evaluacion de métodos de tinción de spots 
100ug de proteína de plasma depletado de IgG y abúmina se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 7cm 
pH 3-10 y geles al 12% de poliacrilamida, se usó el marcador de pesos moleculares PageRuler Unstained 
Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific). Los geles se tiñeron con: A. Azul de coomassie 
coloidal G-250 o B. Plata 
 
Es notorio que el gel teñido con plata muestra un aumento en la intensidad de los spots, 
lo cual facilita la visualización de algunos de ellos como se observa en el recuadro.  Sin 
embargo, en el momento de realizar esta tinción se evidenció dificultad metodológica en 
cuanto al control del punto final, por lo que podría generar mayor discrepancia en la 
comparación sistemática de un gran número de geles. No se descarta su uso de ser 
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necesario comparar la expresión de algún spot en particular o en un número menor de 
geles. 
 
El proceso de estandarización terminó con la obtención de réplicas técnicas de la 
muestras de Plasma 1. En la figura 11 se muestran los resultados. 
 
Figura 11. Replicas técnicas de la muestra Plasma 1   
100ug de proteína de plasma depletadas de IgG y abúmina se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 7cm 
pH 3-10 y geles al 12% de poliacrilamida, se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad 
Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific). Los geles se tiñeron con azul de commassie coloidal. 
Se observa una buena reproducibilidad así como una buena resolución en los dos casos, 
aunque la réplica B muestra un poco más de intensidad en el color, este inconveniente se 
puede sobrellevar por medio de herramientas dadas por el programa de análisis de 
imágenes.  
5.2 Selección de muestras de estudio 
Dentro de las muestras colectadas para el estudio “Obesidad, dieta, polimorfismos 
genéticos, y cáncer colorrectal en diferentes poblaciones colombianas” se realizó una 
preselección de las pertenecientes a pacientes de sexo masculino en un rango de edad 
de 48 a 62 años, quienes hubieran autorizado el uso de sus muestras para estudios 
futuros relacionados con CRC; a partir de ellas se realizó una segunda selección de 
acuerdo a rango de edad, en la que se buscó que todos grupos se encontraran lo más 
homogéneos posibles en este aspecto. Las muestras seleccionadas se relacionan en la 
tabla 3. 
 










1 68094 59 Control 53,3 
2 68173 52 
3 68196 49 
4 68038 53 Cáncer Recto 52,7 
5 68077 56 
6 68200 49 
7 68043 51 Cáncer colon 
derecho 
53,7 
8 68061 62 
9 68274 48 
10 68125 52 Cáncer de colon 
in situ 
50,5 
11 68218 49 
12 68211 56 
Tabla 3. Muestras de plasma seleccionadas para el estudio Análisis de perfiles de expresión proteica en 
plasma de pacientes con cáncer de colon  
5.2.1 Verificación de la calidad de las muestras de plasma 
Las muestras seleccionadas se caracterizaron en cuanto a su contenido de proteína total, 
usando el método Pierce 660® y una curva de calibración por diluciones seriadas de 





1 68094 79.19 ± 3.06 
2 68173 80.68 ± 2.62 
3 68196 81.45 ± 4.25 
4 68038 81.96 ± 1.54 
5 68077 82.54 ± 0.10 
6 68200 71.83 ± 2.47 
7 68043 73,98 ± 2,03 
8 68061 83,19 ± 4,45 
9 68274 81,94 ± 1,86 
10 68125 78.56 ± 2.75 
11 68218 86.35 ± 6.27 
12 68211 80.85 ± 5.89 
Promedio 80,21 
Coeficiente de Variación 4,7% 
Tabla 4. Concentración de proteína de las muestras incluidas en el estudio 
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La concentración de las muestras se encuentra dentro de lo esperado, y aunque son un 
poco más altas a las encontradas en las muestras usadas en la primera fase de trabajo 
(Tabla 2) puede esperarse que se comporten de la misma manera. Los valores de 
concentración sugieren un buen estado de separación y conservación de componentes 
celulares, y el coeficiente de variación indica uniformidad. No se encuentra relación 
directa entre el estado de salud del paciente y el contenido de proteína.  
Con el fin de realizar un control en la calidad de las proteínas presentes en las muestras 
seleccionadas se llevó a cabo una electroforesis unidimensional (figura 12), en donde se 
buscó establecer si existían patrones de degradación que fueran causal de sustitución de 
alguna de las muestras seleccionadas. 
 
Figura 12. Perfil electroforético unidimensional de muestras de plasma incluidas en el estudio 
25µg de proteína de plasma completo se separaron electroforéticamente en un gel de poliacrilamida en 
gradiente 5-15%, el gel se tiñó con azul de coomassie coloidal. A. Marcador de peso molecular PageRuler 
Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, Thermo Scientific) 1. 68094 2. 68173 3. 68196 4. 68038 5. 
68077 6. 68200 7. 68043 8. 68061 9.68274 10.68125 11. 68218 12. 68211 
 
Aunque se observa una perturbación en el gel a partir del carril 7, debido a un error 
técnico en la refrigeración del gel durante la corrida electroforética, es posible observar 
bandas definidas a lo largo de todos los carriles y un perfil uniforme para todas las 
muestras, sugiriendo que no existe degradación en las proteínas. Es importante notar 
que aunque las muestras se colectaron hace al menos 3 años, estas se encontraron 
siempre en condiciones de almacenamiento recomendadas para su conservación a una 
temperatura de -70ºC34, evitando ciclos de congelamiento-descongelamiento. Se 
consideró por lo tanto, que estas muestras eran aptas para el estudio, y no se dio 
ninguna sustitución en la selección. 
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5.3 Depleción de las muestras de estudio 
Las muestras se trataron para la eliminación de albúmina e inmunoglobulina, haciéndolas 
pasar por las columnas Proteoprep ® (PROTIA-Sigma Aldrich). Una vez depletadas de 
albúmina e IgG, las muestras se cuantificaron por el método Pierce 660nm, la curva de 
calibración se muestra en la figura 13 y los resultados de la cuantificación en la tabla 5. 
 
Figura 13. Curva de calibración obtenida por Pierce 660nm.  
Diluciones seriadas de un estándar de BSA reaccionaron con una cantidad constante de reactivo Pierce 
660®, la intensidad del color obtenido se determinó por medida de la absorbancia a 660nm 
 
Muestra  Código Concentración mg/mL 
1 68094 2.20 ± 0.03 
2 68173 2.17 ± 0.07 
3 68196 2.45 ± 0.11 
4 68038 3.84 ± 0.06 
5 68077 2.40 ± 0.10 
6 68200 2.59 ± 0.03 
7 68043 3,42 ± 0.10 
8 68061 2,68 ± 0.04 
9 68274 1,83 ± 0.06 
10 68125 2.24 ± 0.02 
11 68218 2.95 ± 0.10 
12 68211 2.44 ± 0.09 
Promedio 2,60 
Coeficiente de Variación 21,6% 
Tabla 5. Concentración de proteína en las muestras de plasma tratadas por Proteoprep® 
 
y = 0,6052x - 0,0128 


























Concentración de BSA  mg/mL 
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Aunque la variación en los triplicados es baja y da confianza analítica para su uso, se 
observó una variación alta entre muestras, comportamiento que puede ser explicado por 
la moderada variación proteína-proteína que presenta el método de cuantificación 
sumado al uso de la albúmina como patrón, ya que, como se ha mencionado a lo largo 
del texto, estas muestras presentan un contenido de albúmina bajo. La calidad de estas 
muestras depletadas de albúmina e IgG se evaluó mediante una electroforesis 
bidimensional, el resultado se muestra en la figura 14.  
 
 
Figura 14. Perfil electroforético unidimensional de muestras de plasma tratadas por Proteoprep. 
15µg de proteínas de plasma depletado de IgG y Albúmina, se separaron electroforéticamente usando un gel 
en gradiente de poliacrilamida de 5-15%, las proteínas se visualizaron utilizando azul de coomassie coloidal. 
Los carriles corresponden a: A. Marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein 
Ladder (#26630, Thermo Scientific) 1. 68094 2. 68173 3. 68196 4. 68038 5. 68077 6. 68200 7. 68043 8. 
68061 9.68274 10.68125 11. 68218 12. 68211 
 
Los perfiles unidimensionales no evidencian diferencias entre las muestras, se observa el 
aumento esperado en el número de bandas visibles al comparar con las muestras sin 
tratamiento previo y una disminución considerable de la banda de albúmina (figura 5). 
5.4 Obtención de los Proteomas por electroforesis 
bidimensional de las muestras de estudio 
Conforme a lo establecido en la parte inicial del estudio, el proceso se llevó a cabo con 
las muestras tratadas por Proteoprep® (PROTIA Sigma-Aldrich), usando la precipitación 
por ATA/Acetona y buffer de disolución Urea-Tiourea, los geles se tiñeron con azul de 
Coomassie coloidal. Este procedimiento se realizó por triplicado para cada muestra, 
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obteniéndose 36 geles. A continuación los geles se trasladaron al documentador 
VersaDocTM (Bio-Rad) para obtener las imágenes necesarias para el análisis posterior, 
se usó el protocolo con luz blanca para geles teñidos con azul de coomassie coloidal. La 
imagen se tomó a los geles sin ningún recubrimiento o procedimiento de secado, 
estableciendo el foco y el tiempo de exposición para cada grupo de geles. Las imágenes 
se obtienen en formato 1SC, con una resolución de 254dpi. Los geles se colectaron 
individualmente en bolsas plásticas de cierre hermético a 4°C usando ácido acético como 
medio de almacenamiento. 
 
En la figura 15 se ilustra el perfil proteico de cada muestra incluida en el estudio. Se 
escogió una imagen por muestra, la cual se considera representativa del comportamiento 
de las réplicas técnicas obtenidas. En el anexo B se muestran las tres imágenes que 
corresponden a las réplicas técnicas de cada una de las muestras. Para facilitar la 
visualización de estas imágenes el lector puede referirse al CD adjunto a este documento 
que las contiene en formato digital, bajo el nombre “Anexo B”. 
 
Se observa un comportamiento similar en cuanto al perfil de expresión, mostrando una 
buena resolución en la separación, a la vez que son comparables a los encontrados en 
estudios bidimensionales similares51,55. Es posible observar diferencias en los perfiles 
entre las diferentes muestras (recuadros en negro) que podrían o no, estar relacionadas 




Figura 15. Perfiles de expresión proteica de las muestras de pacientes incluidas en el estudio 
100µg de plasma depletado de IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras IPG de 7cm pH3-10 
NL y geles de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de coomassie coloidal 
G-250. Se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder (#26630, 
Thermo Scientific). En la primera fila se observan las muestras del grupo control A. 68196 B. 68173 C. 68094 
En la segunda fila las muestras del grupo Cáncer de Recto D. 68038 E. 68077 F. 68200 En la tercera fila las 
muestras del grupo Cáncer de colon derecho G. 68043 H.68061 I. 68274 y por último en la cuarta fila las 
muestras del grupo Cáncer de Recto J. 68125 K. 68211 L. 68218 
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5.5 Análisis de imágenes  
Las imágenes de cada uno de los geles, en formato .1SC, se abrieron con el programa 
Melanie 7.0, sin realizar ninguna modificación previa en tamaño u orientación. No se 
realizó ningún cambio en cuanto a resolución de la imagen ya que se encuentra dentro 
del rango de trabajo del programa de 150 a 300dpi, se seleccionó el método de tinción 
usado (azul de coomassie coloidal) y se adicionaron automáticamente al pool de 
imágenes usado por el programa. A continuación las imágenes se recortaron para 
eliminar los bordes y el marcador de pesos moleculares y se orientaron de manera que el 
extremo acido (pH 3) se ubicó en la parte izquierda para todas ellas. La figura 16 muestra 
el procesamiento sufrido por uno de los grupos de imágenes. Las imágenes modificadas 
se almacenaron bajo otro nombre, con el fin de conservar la imagen original en el pool de 
imágenes para usos posteriores. Adicionalmente, a pesar que el programa permite la 
modificación de las imágenes en cuanto a contraste de color y brillo, esta modificación se 
realizó de manera breve, únicamente con el fin de exportar las imágenes a otros 
formatos, ya que no representa ningún cambio permanente o real en la imagen, y por lo 
tanto no constituye ninguna ventaja a la hora del análisis. 
 
Al abrir las imágenes e inspeccionarlas, se observó que en algunos muestras una de 
ellas se desviaba del comportamiento de las demás, por lo cual se decidió descartar del 
análisis una de las imágenes de cada muestra. En la figura 16 y en el anexo B las 
imágenes rechazadas se muestran demarcadas con un recuadro negro. Las 
recomendaciones del programa sugieren un mínimo de tres imágenes por clase para 
realizar los análisis estadísticos de manera confiable, por lo que las seis imágenes por 
grupo que se tienen se consideran suficientes. Las imágenes seleccionadas se 
adicionaron al proyecto CRC formando las jerarquías de emparejamiento mostradas en la 




Figura 16. Procesamiento de las imágenes previo al análisis, para la muestra 68200. 
Un grupo de réplicas técnicas de se cortaron e inspeccionaron. En el recuadro negro se enmarca la imagen 
no incluida en el análisis  
A continuación, usando una de las imágenes se realizaron pruebas para la selección de 
cada uno de los parámetros usados para la detección de spots, estos son: 
 Smooth: Este determina cuantas veces la superficie se “suaviza” antes de detectar 
los spots, permite detectar todos los spots reales y dividir la mayor cantidad de spots 
superpuestos, sin preocuparse por los spots ruido que se filtran con los siguientes 
parámetros. 
 Saliency: Esta es una medida de la curvatura de los spots e indica que tan alejado 
esta un spot de su ambiente, la determinación del valor a usar depende en gran 
medida de la calidad de la imagen.  
 Área mínima: Establece el tamaño en pixeles que debe tener un spot para ser 
considerado como real. 
Inicialmente se determinó el valor de Smooth, luego el Saliency y por último el de área 
mínima, hasta encontrar la combinación de valores que permitiera la detección del mayor 
número de spots reales con el menor ruido de fondo. En la figura 17 se muestra una 
comparación entre los resultados obtenidos en la detección de spots de una de las 
imágenes, cuando se varía el valor de Smooth mientras que los demás parámetros 
permanecen constantes. 
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Figura 17. Selección de los parámetros de detección de spots 
Una de las imágenes se sometió al proceso de detección de spots variando el valor del parámetro “Smooth” 
manteniendo los demás parámetros fijos (Saliency 80, Área mínima 5), en rojo los spots detectados. A. 
Smooth 1 B. Smooth 2 C. Smooth 4  
 
Los parámetros seleccionados para la detección fueron: Smooth:2, Saliency: 100 y área 
mínima 5. El proceso se amplió con la limpieza de los spots considerados ruido, por 
ejemplo los detectados en las zonas de los bordes. A continuación se seleccionaron los 
landmarks, buscando que se encontraran en todos los geles, que fueran pequeños e 
intensos y que se encontraran en zonas donde no se presentaran perturbaciones en la 
corrida (zona central del gel). De acuerdo a estas características se preseleccionaron 2 
spots que podrían ser usados como Landmarks y se llevó a cabo el proceso de 
emparejamiento entre las 6 imágenes del grupo control, para la selección final se 
compararon los resultados encontrados usando cada uno de ellos individualmente y de 
forma simultánea. En la figura 18 se muestran los spots seleccionados, con una marca 
de numero en recuadros azules. Por otra parte, se evaluó el desempeño de cada 
Landmark usando los resultados proporcionados por el programa, los cuales se muestran 
en la tabla 6.  
El emparejamiento automático de los geles no es completo (100%), ni siquiera en 
replicas técnicas. Sin embargo, el programa proporciona herramientas que permiten 
mejorarlo de manera manual, para lo cual se busca que el landmark sea un facilitador del 
proceso y que reduzca de manera eficiente el tiempo de análisis. En este caso se 
observa que los porcentajes de emparejamiento son mejores cuando se usa sólo un 
landmark y que entre los dos spots escogidos el número 1 muestra un mejor desempeño, 




Figura 18. Selección de landmarks para el emparejamiento de imágenes 
Dos spots pequeños, intensos, presentes en todas las muestras se pre seleccionaron para comparar su 
desempeño en el emparejamiento de las imágenes. 
 
 

















68196-1 430 81 421 80 425 80 
68196-2 330 64 330 64 330 64 
68173-1 314 73 311 72 312 72 
68173-2 275 60 270 59 271 59 
68094-1 383 51 368 49 358 48 
68094-2 294 56 287 54 261 49 
Promedio 337,7 64,2 331,2 63,0 326,2 62,0 
 
Tabla 6. Desempeño de los landmarks usados para el emparejamiento de las imágenes 
Se prosiguió con la curación manual del emparejamiento, esto con el fin de que cada 
spot analizado esté presente al menos en dos geles (replicas técnicas). La figura 19 
ilustra la curación manual y la tabla 7 muestra los resultados finales del mismo. 
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Figura 19. Efecto de la curación manual en el emparejamiento 
Un gel y su réplica técnica antes (A y B) y después (C y D) de la curación manual del emparejamiento. En 



















68211-2 413 97 
68173-3 321 94 68211-3 384 98 
68094-2 328 97 68218-2 403 95 
68094-3 336 97 68218-3 367 90 
68196-1 357 99 68125-2 393 95 








68061-1 293 99 
68077-3 318 95 68061-2 281 95 
68038-1 372 91 68043-1 426 91 
68038-3 367 96 68043-2 384 91 
68200-2 523 93 68274-1 341 96 
68200-3 469 94 68274-2 306 97 
Tabla 7. Resultados finales del emparejamiento 
Los análisis de datos que definen los patrones de expresión, comparan los valores 
característicos de un spot, con sus contrapartes en otros geles, buscando cambios 
significativos entre las poblaciones a los que estos pertenecen (análisis de clases) o la 
descripción en un set de geles sin importar las poblaciones (análisis de geles). Los 
valores comparados pueden ser de intensidad, área, volumen o volumen relativo. En este 
caso se prefirió el uso de los valores de volumen relativo (%Vol), el cual es un valor 
normalizado a los volúmenes de todos los spots de una misma imagen, es decir que es 
independiente a variaciones debidas a cambios en carga de proteína entre imágenes. 
Los valores encontrados para un spot en todas las imágenes de una misma clase se 
sintetizan haciendo uso de dos parámetros estadísticos: Mediana y Desviación media. 
Definidas las clases se realizó un análisis de geles para corroborar si existe una 
estratificación entre las imágenes analizadas, estos resultados se muestran en la figura 
20. Se evidencia una estratificación entre el grupo Control y el grupo Cáncer de colon 
derecho (Figura 20B), donde los geles pertenecientes a un grupo se encuentran 
Resultados 55 
 
agrupados entre sí y alejados de los demás. En los demás casos la estratificación no es 
tan evidente ya que, aunque existen congregaciones de geles que corresponden a un 
mismo grupo, también se da la presencia de al menos un gel del otro grupo.    
 
 
Figura 20. Esquema del análisis factorial realizado a las diferentes poblaciones de geles  
Se realizó un análisis factorial a cada set de geles. A. Control - Cáncer de Recto B. Control - Cáncer de colon 
derecho C. Control - Cáncer de colon In situ 
En el análisis de clases, se definen rangos de acuerdo a los parámetros estadísticos de 
cada match (Valor central + dispersión, Valor central – dispersión),  los cuales se 
comparan entre las clases. Finalmente estas diferencias son clasificadas como 
significativas de acuerdo a pruebas estadísticas. Buscando diferencias en la expresión 
proteica que puedan identificar o describir cada uno de los grupos de estudio, se llevaron 
a cabo los siguientes análisis de clases: 
 Control contra Cáncer de recto 
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 Control contra Cáncer de colon derecho 
 Control contra Cáncer de colon in situ 
 
Los resultados del análisis de clases general se obtuvieron en forma de tabla (Anexos C, 
D, E y F) y se filtraron de acuerdo a dos pruebas estadísticas. En primer lugar la prueba 
de ANOVA (p<0.05) y en seguida la prueba de Kolmogorov Smirnov (α 0.05, D> 0.521). 
Estos resultados se muestran en la tabla 8. 
 Recuento de 
Spots pareados 
% De Spots pareados 
con expresión diferencial 
significativa 
Control Vs Cáncer de Recto 446 10.9 
Control Vs Cáncer de colon derecho 393 12.7 
Control Vs Cáncer de colon in situ 343 9.04 
Tabla 8. Expresión diferencial de spots en las diferentes clases   
 Algunos ejemplos de los spots que se encontraron con expresión diferencial se muestran 
en la figura 21.  
 
Figura 21. Ejemplos de Spots con expresión diferencial entre los grupos 
Las diferencias en expresión de algunas proteínas se evidencian al realizar el análisis de imágenes. A. 
Pareja 2 (Anova 6,16x10
-4
, K-S 1). B. Pareja 8 (Anova 0.044, K-S 0.66). C. Pareja 0 (Anova 0.01, K-S 0.83). 
D. Pareja 152 (Anova 0.043, K-S 0.067)) 
Por último se escogieron 20 spots, de entre aquellos identificados como diferencialmente 
expresados, teniendo en cuenta la mayor relevancia entre clases y que estuviesen 
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presentes en al menos 4 de las réplicas. En la tabla 20 se ilustran los valores de los 
estadísticos que se obtuvieron del análisis entre el grupo control y aquel donde se 
encontró diferencia significativa (Anexos D,E y F).  
Los spots se trataron de acuerdo a lo establecido en la metodología para su identificación 
por espectrometría de masas, estos análisis se encuentran en curso, lo que impide que 
se muestren en este documento.  
Match ID Anova Kolmogorov 
0 0,0103531 0,833333 
1 0,035558 0,666667 
2 0,00061572 1 
8 0,0103531 0,833333 
14 0,0006793 1 
61 0,00100094 0,833333 
65 0,0400575 0,666667 
78 0,0147149 0,833333 
82 0,00960926 0,833333 
83 0,0021037 0,833333 
100 0,0350365 0,666667 
108 4,4304E-06 1 
150 0,0442304 0,666667 
152 0,04336 0,666667 
171 0,0165115 0,833333 
196 0,00108419 0,833333 
201 0,00193638 1 
216 0,00203724 0,833333 
255 0,0302241 0,833333 
257 0,00587911 0,833333 
 
Tabla 9. Spots seleccionados para análisis por espectrometría de masas 
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6. Discusión  
Este proyecto hace parte de una línea de investigación en nacimiento dentro del Grupo 
de Investigación en Hormonas, con él se buscó un acercamiento al trabajo proteómico en 
fluidos biológicos. 
Si bien el grupo no es ajeno a las metodologías utilizadas para el análisis de proteomas 
por electroforesis bidimensional de muestras complejas, los primeros acercamientos al 
trabajo con derivados de sangre llevados a cabo por primera vez en el marco del 
proyecto Análisis exploratorio de potenciales biomarcadores en cáncer de colon (Código 
DIB 13269) mostraron que los protocolos establecidos para otros tipos de muestra, por 
ejemplo extractos de proteínas obtenidos de cultivos celulares, no eran aplicables al 
trabajo con suero o plasma de pacientes. Las diferencias en algunas características entre 
este tipo de muestras y las comúnmente analizadas en el grupo, como lo son la 
solubilidad, las modificaciones postraduccionales, el rango dinámico y la imposibilidad de 
renovación, fueron determinantes para que se considerara necesaria una fase de 
implementación previa al inicio del trabajo con muestras de pacientes. En esta fase se 
buscó la implementación de un protocolo de trabajo que permitiera tener confianza en 
que las diferencias encontradas en el análisis de imágenes se deban a cambios en la 
expresión de proteínas propias de un estado biológico y no a artefactos técnicos, en este 
contexto los principales parámetros a evaluar fueron la resolución y la reproducibilidad. El 
resultado obtenido fue un protocolo de trabajo con muestras de plasma sanguíneo 
humano que está siendo usado en la actualidad no solo para este sino para otros 
proyectos.  
Aunque en la actualidad otras metodologías proteómicas, como por ejemplo, la 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas, exhiben mayor poder de 
resolución y mayor capacidad de análisis, la gran cantidad de información arrojada por 
ellas hace que la procesamiento, manejo y visualización de los datos sea laborioso y 
altamente dependiente del acceso a herramientas bioinformáticas confiables y de la 
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experticia en el manejo de las mismas56, por lo que se consideró que la electroforesis 
bidimensional podría hacer aportes válidos en la caracterización de diferencias entre los 
proteomas plasmáticos de las muestras de pacientes durante la fase inicial de este 
estudio exploratorio. 
Inicialmente el suero fue el derivado de elección para estudios de búsqueda de 
biomarcadores, debido a que la presencia de los agentes anticoagulantes requeridos 
para la recolección del plasma, como la heparina, el EDTA o el citrato, se asociaba con 
interferencias57. Muchos de estos estudios han establecido candidatos de biomarcadores 
para algunas enfermedades como cáncer de riñon58 y gástrico59 entre otros, sin embargo  
su validez para uso en clínica es controversial60, principalmente debido por los sesgos 
relacionados con la recolección de muestras61. 
Por otra parte las recomendaciones de la HUPO para estudios en biomarcadores62, 
hacen mención a estos posibles sesgos originados durante la recolección de muestras de 
suero,  en la cual se da un proceso de coagulación ex vivo de la sangre, generando la 
unión no controlada de proteínas al coagulo y posibles artefactos peptídicos. Es por esto 
que se recomienda el uso de plasma recolectado en tubo EDTA o en presencia de 
citrato, para estos estudios. Adicionalmente la selección de este derivado estuvo 
soportada por resultados experimentales que mostraron dificultades en la obtención de 
perfiles proteicos por electroforesis bidimensional de muestras de suero, esencialmente 
en la separación por IEF (Resultados no mostrados).  
Una de las principales dificultades del trabajo con plasma, o cualquier otro derivado 
sanguíneo, es la presencia de proteínas en un amplio rango de concentraciones; que 
incluye proteínas de alta abundancia como la albúmina y proteínas de muy baja 
abundancia como las citoquinas. Esta dificultad se abordó en este trabajo, mediante el 
uso de sistemas comerciales, esperando que proporcionasen un método sencillo de 
trabajo y resultados reproducibles dada su previa optimización por medios de alta 
resolución como las cromatografía líquida de alta eficiencia.  
En primer lugar, el sistema Proteoprep® mostró tener un desempeño adecuado en 
cuanto a niveles de depleción y porcentajes de recuperación, estando de acuerdo a lo 
esperado63: Por otra parte se comprobó que este sistema es reusable, es decir que los 
perfiles de expresión proteica de las muestras obtenidas por depleciones sucesivas en 
una misma columna, son equivalentes (Datos no mostrados). En este trabajo se 
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estableció el número como máximo de uso de una columna tres veces; las condiciones 
para la elución de las proteínas usando soluciones no proporcionadas por el kit 
(preparadas en el laboratorio) y las cantidades de proteína a cargar por cada ciclo de 
depleción. Esto facilitó la obtención de plasma depletado en cantidades suficientes para 
llevar a cabo análisis complementarios por cromatografía liquida asociada a 
espectrometría de masas, los cuales se encuentran en curso. Finalmente las proteínas 
obtenidas por este técnica no requieren mayor tratamiento para su acople a análisis 
posteriores. Se ha establecido que este sistema puede usarse con eficiencia en otros 
tipos de muestras64, haciéndolo una herramienta ventajosa en el estudio de otros 
problemas biológicos. 
Por otra parte, durante la evaluación del sistema ProteominerTM, se encontró dificultad en 
el manejo de las columnas al momento de aplicar la muestra, bajos porcentajes de 
recuperación que hicieron imposible la obtención de proteína en las cantidades 
necesarias para réplicas técnicas de los geles, y la necesidad de ajustar el pH de la 
fracción resultante antes de cualquier análisis, aumentando la manipulación de la 
muestra. Por último, la imposibilidad del uso de la columna por más de una vez llevó a 
considerar el sistema como el menos adecuado en nuestro caso, a pesar de demostrar 
eficiencia para manejar el problema del rango dinámico. Estas dificultades pueden ser 
sobrellevadas haciendo uso de otras soluciones para la elución de las proteínas o 
usando otras variaciones del sistema que permiten obtener una mayor cantidad de 
proteína, bajo estas condiciones el sistema ha manifestado ser muy eficiente, por 
ejemplo en estudios en los que se busca el enriquecimiento en proteínas de baja 
abundancia para la caracterización de una muestra65,66 o en estudios orientados a la 
búsqueda de biomarcadores usando otras aproximaciones metodológicas67,68.  
Lo anterior implica que si bien en este estudio los resultados muestran una preferencia 
por el sistema Proteoprep® (PROTIA-Sigma Aldrich).esta no es una condición obligatoria 
(aunque si una bien establecida) y que llegado el caso, otras alternativas podrían ser 
analizadas. 
Es posible señalar que el método de precipitación seleccionado (ATA/Acetona) mostró 
ser eficiente en la eliminación de contaminantes, lo cual se verificó en el aumento de la 
resolución de la separación por IEF alcanzada cuando se realiza el proceso en 
comparación con la ausencia del mismo (Figura 9). Por otra parte se verificó el efecto de 
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la combinación de urea y tiourea en el buffer de disolución, que llevó a un aumento tanto 
en la solubilidad de la muestra, como en el número de spots detectados y en la calidad 
del enfoque isoeléctrico, tal como se esperaba al ser un agente de alto poder 
denaturante69. 
El proceso de implementación terminó con la verificación de la reproducibilidad obtenida 
al usar las condiciones establecidas en la obtención de un proteoma de una muestra de 
plasma depletado (Figura 11). Los resultados validaron el protocolo, sin embargo se debe 
tener en cuenta que la técnica continúa siendo altamente exigente en cuanto a destreza 
en la parte experimental y que debe ser desarrollada con control estricto de las 
condiciones, para que este protocolo continúe teniendo validez.  
Al comenzar el tratamiento de las muestras de pacientes se hicieron evidentes ciertas 
diferencias en cuanto a apariencia física entre algunas de estas muestras y las usadas 
para la estandarización, las diferencias más notorias fueron la presencia de una capa 
superior insoluble en agua de color lechoso debido a la presencia de lípidos y el color 
rojizo de algunas otras, evidencia de hemólisis en la muestra. Estas diferencias se 
atribuyen a las condiciones nutricionales de los pacientes en el caso de los plasmas 
lipémicos y a la forma en la que la muestra fue colectada en el caso de hemolizados. Es 
de recalcar que uno algunos de los factores de riesgo para la enfermedad son la dieta 
rica en grasas y la obesidad, por lo cual podría esperarse que las muestras 
pertenecientes a pacientes con cáncer presenten un mayor contenido de lípidos. 
A pesar que el proceso de implementación mostró óptimos resultados en cuanto a 
reproducibilidad y resolución de los geles, se presentaron dificultades a la hora de 
obtener los perfiles bidimensionales, principalmente en el IEF, de algunas muestras de 
pacientes, lo que está relacionado con la composición lipídica de estas muestras. Esta es 
una condición que puede llegar a ser común en muestras de origen colombiano, 
especialmente en zonas en las que se tienen dietas ricas en grasas. Estas dificultades 
metodológicas se superaron satisfactoriamente, permitiendo la obtención de los geles 
bidimensionales de alta calidad para todas las muestras incluidas en el estudio.  
En una inspección inicial de las imágenes obtenidas, es posible observar 
comportamientos característicos relacionados con los algunos de los individuos 
(recuadros negros en la figura 15), así como algunas características intrínsecas a los 
grupos de estudio, esto es particularmente notorio en las imágenes del grupo cáncer de 
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colon derecho, donde en la zona básica superior del gel se observan diferencias en la 
forma de algunos de los spots, por lo que podría sugerir que existen cambios o aparición 
de modificaciones postraduccionales de algunas proteínas de esta zona.  
La resolución de la separación, la correlación entre réplicas y la calidad del 
emparejamiento son determinantes para que el análisis de imágenes se dé de manera 
objetiva y permita extraer información significativa de los cambios de expresión proteica 
entre poblaciones. Por esta razón es tan importante que la curación manual de este 
aspecto se realice de manera meticulosa. Por otra parte es necesario recordar que el 
análisis de imágenes requiere un número mínimo de tres imágenes por grupo, y que 
conforme aumenta este número es más sencillo y confiable establecer un modelo 
estadístico que ilustre el comportamiento de una población, en este caso se tenían seis 
imágenes por grupo, lo que aumenta el nivel de confianza de los resultados obtenidos.  
El análisis de imágenes permitió la verificación de la reproducibilidad de las muestras a 
un nivel estadístico más allá de una comparación cualitativa. Las imágenes 
pertenecientes a la misma muestra mostraron una alta correlación entre ellas (más del 
90% de emparejamiento entre replicas técnicas) y así como comportamientos similares 
en los análisis factoriales (Figura 20). Algunas excepciones a este comportamiento 
fueron las imágenes de las muestras 68211 y 68077, donde cada imagen toma un rumbo 
distinto en el análisis factorial, por lo que es de esperarse que estas imágenes no sean 
las más adecuada para caracterizar una población. Es difícil atribuir una única razón a 
este comportamiento teniendo en cuenta que los análisis factoriales hacen un análisis 
simultáneo de muchas variables y que la inspección visual de las imágenes no permite 
encontrar diferencias entre estas y las de las demás muestras.  
Otra muestra con un carácter particular denotado por este tipo de análisis es la 68173 la 
cual mostró poco desplazamiento en los ejes, es decir sus valores se encontraron 
siempre cerca al origen, dificultando su agrupación con los demás geles pertenecientes 
al grupo control y por lo tanto la estratificación cuando se analizan dos poblaciones 
distintas.   
Por otra parte los análisis muestran que la estratificación o la caracterización de los 
estados biológicos de acuerdo a las imágenes de los geles, se da de manera 
contundente únicamente en el análisis de las imágenes del grupo control y el grupo 
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cáncer de colon derecho, es decir que solo en ese caso los valores dados a cada eje 
para cada gel permiten concentrar los grupos de imágenes que pertenecen a un mismo 
estado biológico y separarlos de los que pertenecen a otro, esto corresponde con lo 
observado en el análisis de clases, donde las pruebas estadísticas llevan a encontrar el 
mayor porcentaje de spots con diferencias de expresión significativa. El análisis factorial 
entre los geles del grupo cáncer de recto y el grupo control, fue el que mostró una mayor 
mezcla de muestras, donde únicamente las muestras 68200 y 68196 mostraron 
comportamientos distintivos.  
Por ultimo en el análisis factorial realizado a las imágenes de los grupos control y cáncer 
de colon in situ, se observa una mayor correlación del grupo cáncer de colon in situ en 
los cuadrantes superiores de la gráfica, sin embargo allí también se encuentran las 
imágenes de la muestra 68173. Esto lleva a pensar que esta muestra tal vez pertenece a 
un individuo que presenta un estado de salud que está más cerca a esta patología que al 
que tienen los pacientes del grupo control, y que por ésta esta razón presenta un 
comportamiento particular en todos los análisis, para corroborarlo, de ser éticamente 
posible, sería interesante verificar el estado de salud actual del paciente. Las diferencias 
entre muestras de un mismo grupo restan significancia en los resultados estadísticos, por 
lo que se recomienda considerar la opción de realizar un pool de las muestras 
pertenecientes a un mismo grupo antes de comenzar el procesamiento, de esta forma las 
diferencias entre los grupos se hacen más evidentes, mientras que las diferencias entre 
pacientes se vuelven menos significativas. Este tipo de aproximaciones han sido 
utilizadas con efectividad en estudios similares70,71 y su uso implicaría un menor tiempo 
de análisis así como un menor costo.  
A continuación, en el estudio de los resultados del análisis de clases se combinaron dos 
aproximaciones estadísticas, en primer lugar la prueba paramétrica ANOVA de una vía, 
en la que se evalúa la probabilidad de que las diferencias observadas entre dos muestras 
se deban al azar, se seleccionaron aquellos spots cuyo valor de p fuera inferior a 0.05. Y 
en segundo lugar la prueba no paramétrica de Kolmogorov-Smirnov, que evalúa las 
diferencias entre las distribuciones de dos set de datos, buscando diferencias que 
excedieran el valor de 0.521. La combinación de los dos métodos se realizó buscando 
mejorar la significancia de la selección. Se encontraron diferencias significativas en 
alrededor de un 10% de los spots, estas diferencias estuvieron en mayor medida 
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relacionadas con cambios cuantitativos en los niveles de expresión y en menor medida 
con la presencia selectiva de un spot en un grupo determinado. 
La figura 22 muestra la relación entre los spots diferencialmente expresados entre los 
diferentes grupos.  
 
Figura 22. Representación de los spots pareados con diferencias de expresión significativa entre grupos 
Los spots con cambios de expresión significativa se clasificaron de acuerdo a su presencia en cada grupo, en 
la intersección se encuentran los spots con presencia en los dos grupos 
 
Aunque los porcentajes de spots pareados con cambios significativos en la expresión son 
similares entre los tres análisis, el valor más bajo se encontró en el análisis control- 
cáncer de colon in situ, donde además la cantidad de spots presentes en solo una de las 
clases es también la más baja, este no es una comportamiento sorpresivo, teniendo en 
cuenta que estas muestras pertenecen a pacientes en quienes no se han generado 
mecanismos de invasión y por lo tanto se esperaría que los niveles de expresión de 
proteínas relacionadas con la enfermedad se encuentren más cercanos a la condición de 
los controles que a la condición de un estadio más invasivo.   
Para llevar a cabo la identificación de los spots con expresión significativa, a partir de los 
resultados filtrados por los valores estadísticos, se seleccionaron aquellos en los cuales 
las diferencias se observaran en una porción mayoritaria de las imágenes, es decir en 
cuatro geles o más por cada clase. Estos spots se trataron de acuerdo a lo establecido 
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en la metodología para realizar los análisis por espectrometría de masas. Estos 
resultados permitirán el establecimiento de un panel de potenciales biomarcadores de 
cáncer colorrectal con los cuales se espera realizar estudios de validación clínica. Se 
espera que el establecimiento de la identidad de estas proteínas y de relaciones entre 
ellas permitan determinar su rol en la patología y validar la información que se tiene 
sobre los mecanismos moleculares de esta enfermedad en la población colombiana, más 
aun cuando se conoce que una gran parte de esta información proviene de estudios con 





Por medio de la comparación y evaluación de los perfiles electroforéticos en una y dos 
dimensiones de muestras de plasma y suero, adquiridas con diferentes parámetros 
metodológicos, se estableció un protocolo de trabajo experimental que conduce a la 
producción de geles de alta resolución y reproducibilidad. El protocolo establecido 
involucra el uso del sistema Proteoprep® (PROTIA-Sigma Aldrich) con una carga de 
proteína de 2.8 mg para la depleción de IgG y albúmina de las muestras de plasma, la 
precipitación de las proteínas por el método ATA/Acetona, reconstitución de las proteínas 
en buffer de disolución Urea-Tiourea, separación de las proteínas usando tiras IPG pH 3-
10NL acompañado de geles al 12% de acrilamida. La tinción de los geles se realizó con 
azul de coomassie coloidal G-250.   
La definición de estas variables permitió el análisis de muestras de plasma de pacientes 
con cáncer de colon in situ, cáncer de recto, cáncer de colon derecho y controles (n=3 
para cada grupo), obteniendo 36 geles con una buena resolución en la separación de 
spots. Las imágenes correspondientes se analizaron mediante el programa Melanie 7.0 y 
permitieron encontrar diferencias de expresión entre proteínas en alrededor del 10% de 
los spots presentes en los grupos de análisis. 
Se consiguió un primer acercamiento a la caracterización del proteoma plasmático de 
pacientes con cáncer colorrectal en población colombiana, así como el establecimiento 
de diferencias en la expresión de proteínas entre muestras de cáncer con estadios o vías 
de carcinogénesis diversas. 
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8. Perspectivas y recomendaciones  
Se espera identificar las proteínas que presentaron cambios de expresión diferencial, 
encontrar una relación entre estas proteínas y las vías de carcinogénesis del cáncer 
colorrectal y que los resultados obtenidos ayuden a plantear directrices para los análisis 
de muestras por cromatografía liquida acoplada a espectrometría de masas, permitiendo 
disminuir la complejidad de los datos obtenidos o proporcionando una hipótesis que sirva 
para la determinación de algunas proteínas objetivo en la búsqueda.  
Se recomienda realizar un acercamiento a las metodologías de análisis que hacen uso 
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10. Producción  
Con los avances en esta investigación se presentaron los siguientes productos: 
Documentos  
 POE-GIH para la depleción, preparación y posterior separación de muestras de 
plasma humano adulto por electroforesis bidimensional.  
 Rodríguez Castro, R. A., Sanabria Salas, M. C., de Gómez, M. S., Hernández 
Suarez, G. & Umaña-Pérez, A. Metodología para la obtención de proteomas en 
plasma de pacientes con cáncer colorrectal por electroforesis bidimensional. Rev. 
Colomb. Cancerol. 17, 177–178 (2013) 
 Optimización de las condiciones de electroforesis bidimensional para la obtención 
de proteomas de muestras de plasma. Manuscrito en preparación. 
 
Presentación en eventos científicos  
 Obtención de proteomas en plasma humano para la identificación de 
biomarcadores. XLVII Congreso Nacional de Ciencias Biológicas. Asociación 
Colombiana de Ciencias Biológicas. 9-12 de octubre de 2012. Cali  Colombia. 
 Obtaining human plasma proteomes by 2D electrophoresis (Poster). Bioinformatic 
Workshop in Biotechnology Applications. 8-11 Diciembre 2012.  
 Metodología para la obtención de proteomas en plasma de pacientes con cáncer 
colorrectal por electroforesis bidimensional” (Poster). IV Jornadas de Investigación 
en Cáncer 2013 
 
Participación en eventos científicos  
 Asistente en “Tópicos avançados em Proteômica: Sequenciamento de novo, 
espectrometría de massas quantitativa e SRM (Selected Reaction Monitoring)” 28 
de octubre a 1 de noviembre, Rio de Janeiro, Brasil.  
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A. Anexo: Esquema de clasificación 
Dukes para cáncer de colon 
Etapa Características Ilustración 
A 
Tumor confinado a la mucosa con 




El crecimiento del tumor 
compromete la capa muscular del 
colon o recto. 
 
C 
El tumor se ha propagado a al 
menos uno de los nodos linfáticos 
cercanos al intestino. 
 
D 
El tumor se ha propagado a otras 
partes del cuerpo, metástasis en 
órganos distantes (hígado, pulmón). 
 
Tabla 10 Esquema clasificación Dukes en cáncer de colon
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B. Anexo: Banco de imágenes de 
geles bidimensionales 
Banco de imágenes de geles bidimensionales de muestras de pacientes seleccionadas 
para el estudio, clasificadas por grupos de estudio. 
 
Figura 23 Perfiles de expresión proteica de las muestras Control 
100µg de proteína de plasma depletado en IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 7cm 
de pH 3-10 NL y geles de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de 
coomassie coloidal G-250. Se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein 
Ladder (#26630, Thermo Scientific). Al lado izquierdo se indica el código de la muestra y en el recuadro 




Figura 24 Perfiles de expresión proteica de las muestras de Cáncer de Recto 
100µg de proteínas de plasma depletado en IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 7cm 
de pH 3-10 NL y geles de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de 
coomassie coloidal G-250. Se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein 
Ladder (#26630, Thermo Scientific). Al lado izquierdo se indica el código de la muestra y en el recuadro 
negro se enmarca la imagen no incluida dentro el análisis. 
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Figura 25 Perfiles de expresión proteica de las muestras de Cáncer de colon Derecho 
100µg de proteínas de plasma depletadas de IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 
7cm de pH 3-10 NL y geles de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de 
coomassie coloidal G-250. Se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein 
Ladder (#26630, Thermo Scientific). Al lado izquierdo se indica el código de la muestra y en el recuadro 





Figura 26 Perfiles de expresión proteica de las muestras del grupo Cáncer de colon in situ 
100µg de proteínas de plasma depletado de IgG y albúmina, se separaron por 2D-PAGE usando tiras de 7cm 
de pH 3-10 NL y geles de poliacrilamida al 12%, las proteínas se visualizaron por tinción con azul de 
coomassie coloidal G-250. Se usó el marcador de peso molecular PageRuler Unstained Broad Range Protein 
Ladder (#26630, Thermo Scientific). Al lado izquierdo se indica el código de la muestra y en el recuadro 



















0 1,21808 1,90799 4 0,119487 1,0992 1,00096 1,21808 0,638409 2 0,833333 
1 0,530816 1,55205 4 0,536112 0,372412 0,530816 0,342009 0,343537 16 0,333333 
2 1,78181 2,08172 4 0,0233486 0,855932 1,78181 1,24275 0,966964 18 0,333333 
3 3,60213 2,52177 4 0,639736 1,64226 1,42841 2,16664 3,60213 8 0,5 
4 0,333291 3,99524 4 0,243348 0,18936 0,0834221 0,278407 0,333291 18 0,333333 
5 1,29681 1,18659 4 0,722782 1,2358 1,09289 1,29681 1,12019 18 0,333333 
6 0,337409 1,91272 4 0,918932 0,195788 0,218324 0,176403 0,337409 14 0,5 
7 0,0773644 1,71162 3 0,0579835 0,0678848 0,0773644 
 
0,0451995 0 0,833333 
8 0,112602 1.#INF 4 0,00861598 0,0868744 0 0 0,112602 3 0,833333 
9 0,26572 2,09123 4 0,127022 0,26572 0,221764 0,237489 0,127064 5 0,666667 
10 0,174678 1,11794 4 0,760343 0,174678 0,170939 0,161606 0,15625 16 0,333333 
11 0,0965662 1,36081 4 0,426432 0,0965662 0,0830304 0,0709625 0,0856823 16 0,5 
12 0,0487478 1.#INF 3 0,0068194 0 0,044719 
 
0,0487478 0 0,666667 
13 0,277261 1,18428 4 0,141522 0,234117 0,245873 0,277261 0,275989 16 0,333333 
14 0,631392 1,59767 4 0,0217631 0,631392 0,591324 0,602411 0,395195 5 0,833333 
15 0,295088 2,17387 4 0,0231024 0,197472 0,295088 0,259271 0,135743 4 0,666667 
















16 1,5113 1,7671 4 0,039153 1,00987 1,5113 1,01261 0,855242 10 0,666667 
17 1,34625 1,09042 4 0,197885 1,23461 1,34265 1,31247 1,34625 15 0,333333 
18 0,161858 1,79208 4 0,0309227 0,128299 0,161858 0,102791 0,0903189 16 0,333333 
19 0,109029 1,68984 4 0,224163 0,109029 0,0645203 0,107557 0,0848321 10 0,5 
20 0,0564451 1,32443 4 0,529187 0,0482575 0,0426184 0,0452613 0,0564451 10 0,5 
21 0,29077 1,45776 4 0,0860378 0,246009 0,220893 0,29077 0,199464 4 0,666667 
22 1,23834 1,42222 4 0,185278 0,870711 1,07913 1,23834 0,916568 5 0,833333 
23 1,42224 1,43277 4 0,293124 0,992655 1,42224 1,1245 1,00673 12 0,333333 
24 0,283058 1,57991 4 0,449496 0,179161 0,274364 0,244843 0,283058 18 0,333333 
25 0,0527881 1,22511 4 0,754322 0,0431227 0,0509245 0,0430885 0,0527881 16 0,333333 
26 0,190895 4,13019 4 0,0176341 0,0684778 0,0755439 0,0462193 0,190895 6 0,833333 
27 0,0599566 1,77904 4 0,853864 0,0406901 0,0599566 0,0337016 0,0497534 12 0,333333 
28 0,162178 1.#INF 4 0,558534 0,162178 0,139592 0,0792109 0 16 0,333333 
29 0,279817 1.#INF 4 0,294335 0,279817 0,181718 0 0,145686 9 0,5 
30 0,212389 1.#INF 4 0,0492774 0,124042 0 0 0,212389 6 0,666667 
31 0,0872514 1,83777 4 0,351392 0,0688764 0,0634264 0,0474768 0,0872514 13 0,5 
32 0,62909 1,43537 4 0,109744 0,572875 0,62012 0,62909 0,438278 5 0,666667 
33 1,77706 1,28897 4 0,392503 1,77706 1,70687 1,51056 1,37867 5 0,666667 
34 1,52388 1,46249 4 0,107088 1,36897 1,52388 1,32536 1,04197 7 0,5 
35 0,660987 1,57705 4 0,154897 0,660987 0,58827 0,614835 0,419128 7 0,666667 
36 0,37855 1,98056 4 0,211303 0,37855 0,288689 0,334526 0,191133 6 0,666667 
37 0,12272 1,2543 4 0,460768 0,12272 0,102962 0,09784 0,122596 17 0,333333 
38 0,083559 1,64035 4 0,748719 0,0509399 0,0650434 0,0751134 0,083559 13 0,333333 
39 0,16613 1,54673 4 0,202363 0,134149 0,107407 0,16613 0,164364 16 0,333333 
40 0,467992 2,74283 4 0,458864 0,313344 0,170624 0,318885 0,467992 12 0,333333 

















42 0,468244 1,42706 4 0,345609 0,343933 0,362079 0,328118 0,468244 13 0,333333 
43 1,05375 1,50104 4 0,277334 0,702017 0,784039 0,728015 1,05375 11 0,5 
44 0,304825 1,41139 4 0,0331955 0,276832 0,235094 0,304825 0,215976 1 0,833333 
45 0,205332 1,16886 4 0,43537 0,178318 0,205332 0,196935 0,175669 11 0,5 
46 0,30733 1,81899 4 0,112138 0,202242 0,168956 0,228417 0,30733 12 0,5 
47 0,442097 4,2027 4 0,719153 0,105193 0,224187 0,199062 0,442097 12 0,666667 
48 0,330995 1,70788 4 0,0481222 0,193805 0,222451 0,249244 0,330995 12 0,5 
49 0,504767 2,25609 4 0,0548113 0,504767 0,266484 0,294973 0,223735 6 0,666667 
50 1,01118 1,22857 4 0,227652 0,823054 1,01118 0,933481 0,840847 14 0,333333 
51 0,8469 4,61599 4 0,00389391 0,416817 0,501355 0,183471 0,8469 2 0,833333 
52 0,109934 1,21903 4 0,586493 0,108744 0,10031 0,109934 0,0901815 15 0,5 
53 0,472523 1,69291 4 0,60619 0,399957 0,472523 0,382668 0,279118 13 0,5 
54 0,466466 1,36213 4 0,30808 0,372343 0,449765 0,466466 0,342452 8 0,5 
55 0,482531 1,5009 4 0,37166 0,354489 0,482531 0,386765 0,321494 13 0,333333 
56 0,0438884 1.#INF 4 0,90727 0 0,00858262 0,0438884 0 13 0,5 
57 0,299523 1,6009 4 0,445744 0,187096 0,299523 0,269162 0,258918 18 0,333333 
58 0,300443 1,30005 4 0,927285 0,300443 0,2311 0,277815 0,271434 15 0,333333 
59 0,134781 1,57614 4 0,827269 0,0855131 0,114071 0,103519 0,134781 12 0,666667 
60 0,238367 1.#INF 4 0,0224906 0,0930327 0 0,106201 0,238367 12 0,666667 
61 0,788018 3,10706 4 0,0195134 0,535153 0,253622 0,462329 0,788018 13 0,5 
62 0,378886 1,32105 4 0,272577 0,286806 0,312691 0,378886 0,350887 15 0,333333 
63 0,513962 1,65417 4 0,126935 0,446674 0,417916 0,310708 0,513962 4 0,666667 
64 0,341898 2,28412 4 0,0234063 0,281435 0,149685 0,341898 0,151578 1 0,833333 
65 0,658257 2,09007 4 0,0140427 0,658257 0,314944 0,501649 0,572228 10 0,5 
66 0,137988 1,41169 4 0,392318 0,137988 0,0977468 0,135116 0,13201 16 0,333333 
















67 0,630841 1,35776 4 0,142285 0,465095 0,46462 0,484492 0,630841 9 0,5 
68 0,452742 1,49186 4 0,0311011 0,32966 0,303475 0,415672 0,452742 9 0,5 
69 0,544254 1,3933 4 0,643572 0,544254 0,47174 0,390623 0,512678 12 0,5 
70 1,34873 1,65354 4 0,578278 1,34873 1,03871 1,03203 0,815661 15 0,333333 
71 0,26188 1.#INF 4 0,044146 0,12661 0,248545 0,26188 0 2 0,833333 
72 0,249751 1,43022 4 0,201676 0,174625 0,249751 0,197006 0,182515 14 0,333333 
73 0 1.#IND 4 0,39817 0 0 0 0 8 0,333333 
74 0,308404 2,46863 4 8,71E-04 0,29776 0,308404 0,239514 0,124929 1 0,833333 
75 0,197241 1,88162 4 0,0303187 0,197241 0,194735 0,16322 0,104825 10 0,666667 
76 0,241188 2,08859 4 0,0245505 0,229526 0,241188 0,166437 0,115479 7 0,666667 
77 0,254445 1,21378 4 0,884567 0,254445 0,218377 0,20963 0,25211 17 0,333333 
78 0,2445 5,49533 4 0,00958974 0,2445 0,21415 0,121002 0,0444923 3 0,833333 
79 0,131892 1,27627 4 0,397781 0,104076 0,131892 0,103342 0,106528 18 0,333333 
80 0,0650119 1.#INF 3 0,11129 0,0650119 
 
0 0,0105377 8 0,333333 
81 0,187715 2,63021 4 0,120547 0,123045 0,140579 0,187715 0,0713689 5 0,666667 
82 0,121148 1,81003 4 0,0127974 0,121148 0,0669315 0,106401 0,0816382 5 0,666667 
83 0,0923769 1,88025 4 0,144071 0,0923769 0,04913 0,0784167 0,0534883 3 0,666667 
84 0,0525383 1,55401 4 0,565072 0,0525383 0,0453421 0,0439869 0,0338081 16 0,166667 
85 0,196426 1,54345 4 0,245679 0,127265 0,196426 0,156985 0,142127 17 0,333333 
86 0,324579 1,18309 4 0,450341 0,274348 0,287795 0,285814 0,324579 14 0,333333 
87 0,31413 1,18035 4 0,885174 0,266133 0,282303 0,290523 0,31413 15 0,333333 
88 0,222994 2,03263 4 0,00322124 0,112322 0,109707 0,148692 0,222994 9 0,5 
89 1,11678 1,73969 4 0,332996 1,11678 0,75212 0,641946 0,665077 17 0,166667 
90 0,0626508 1,11352 3 3,91E-04 0,0626508 
 
0,0619162 0,0562636 11 0,5 
91 0,0829848 1,23208 4 0,129367 0,0687064 0,0673531 0,0829848 0,0776575 17 0,333333 

















93 0,0744117 1.#INF 4 0,0550642 0 0 0,0402196 0,0744117 9 0,5 
94 0,149156 2,20759 4 0,114443 0,0952724 0,0838568 0,149156 0,0675654 10 0,5 
95 0,0907855 1,76188 4 0,113787 0,0907855 0,0515276 0,0717018 0,0896791 13 0,5 
96 0,0860498 1,47299 4 0,148629 0,0621821 0,0612959 0,0584184 0,0860498 10 0,5 
97 0,0359132 1.#INF 4 0,102054 0,0359132 0 0 0 12 0,333333 
98 0,0345195 1.#INF 3 0,161985 0,0345195 
 
0,0239281 0 10 0,666667 
99 0 1.#IND 2 0,448361 0 
  
0 0 0,333333 
100 0,372728 1.#INF 4 0,0292455 0,220878 0 0,372728 0 3 0,666667 
101 1,13871 4,36716 4 0,00634887 0,538726 1,13871 0,260745 0,636187 16 0,5 
102 0,179737 1.#INF 4 0,172422 0,179737 0,102877 0,105234 0 3 0,666667 
103 0 1.#IND 3 0,290087 0 0 0 
 
0 0,333333 
104 1,42532 1,87923 4 0,466762 0,973564 1,42532 1,25337 0,758458 17 0,333333 
105 0,227138 5,10637 4 0,0800169 0,0444813 0,161016 0,17423 0,227138 11 0,666667 
106 0,377726 1,48455 4 0,528399 0,260909 0,268803 0,377726 0,254438 8 0,5 
107 0,0657696 1.#INF 4 0,492117 0 0,0657696 0,0456358 0 6 0,5 
108 0,0832716 1,73139 3 3,54E-06 0,0832716 0,0549179 0,0480951 
 
0 0,833333 
109 0,105263 1.#INF 4 0,078693 0 0,105263 0 0 5 0,166667 
110 0,0520206 1.#INF 3 0,00806171 0,0520206 0,0301968 0 
 
0 0,333333 
111 0,376622 1.#INF 4 0,020698 0,271435 0 0,376622 0,342951 17 0,333333 










114 0,22696 2,73028 3 0,0168487 0,22696 0,133991 0,0831271 
 
0 1 
115 0,178769 1,39006 4 0,602558 0,128605 0,1583 0,160618 0,178769 14 0,5 
116 0,105519 1.#INF 3 0,0168815 0,105519 0 0,095083 
 
0 0,833333 
117 1,25229 1,83256 4 0,0514904 1,25229 0,683356 0,861311 1,11994 15 0,5 
















118 0,26097 2,3257 4 0,593132 0,26097 0,17861 0,213995 0,112211 11 0,5 















122 0,120129 1.#INF 4 0,211393 0,0893024 0,120129 0,0628657 0 9 0,5 
123 0,103922 1,47033 3 0,0367337 0,074984 0,103922 0,0706795 
 
0 0,833333 





125 0,0865819 1,4604 3 0,04579 0,07165 0,0865819 0,0592865 
 
0 0,833333 




















130 0,0216695 1.#INF 3 0,0686781 0 0,0216695 0 
 
0 0,5 










133 0,11839 1,87674 2 2,68E-08 0,11839 0,0630827 
  
0 0 
134 5,72611 1,55667 4 3,39E-04 5,16559 5,38858 3,67843 5,72611 0 1 
135 0 1.#IND 2 0,0998087 0 0 
  
0 0 
136 0 1.#IND 2 0,247397 0 0 
  
0 0 
137 0,0397014 1,64393 2 2,35E-07 0,0397014 0,0241503 
  
0 0 
138 0 1.#IND 3 0,669554 
 
0 0 0 5 0,166667 
139 0,109869 1.#INF 4 0,527386 0,109869 0 0 0 11 0,333333 
140 0,492205 2,73272 4 0,141291 0,47938 0,180116 0,492205 0,325032 12 0,5 
141 0 1.#IND 2 0,104651 0 0 
  
0 0 
142 0 1.#IND 3 0,186106 0 0 
 
0 0 0,5 

















144 0,21171 1.#INF 4 0,0170632 0,126852 0 0,172787 0,21171 16 0,333333 
145 2,64214 3,4134 4 0,0224557 2,29592 1,23783 2,64214 0,77405 7 0,5 
146 0,328767 2,22991 4 0,210997 0,328767 0,147435 0,30768 0,248545 11 0,5 
147 0,326415 1,35037 4 0,176665 0,306466 0,241722 0,301655 0,326415 8 0,5 
148 0,105059 1.#INF 4 0,0086066 0,0488469 0,105059 0,0718869 0 5 0,833333 
149 2,0641 2,95898 4 0,163261 2,0641 1,56957 0,697573 1,56326 8 0,666667 
150 0,991767 1,95338 4 0,0144269 0,652569 0,507718 0,637921 0,991767 7 0,666667 
151 0,05013 1.#INF 2 0,0373801 0,05013 0 
  
0 0 
152 5,86391 2,81793 4 0,0141731 4,11165 4,64847 5,86391 2,08093 2 0,833333 
153 0,485298 2,02748 4 0,0222185 0,240363 0,2994 0,239359 0,485298 4 0,833333 
154 1,73859 5,40275 4 0,486038 1,25644 0,524412 1,73859 0,321798 14 0,5 
155 0,112366 1.#INF 3 0,12035 0,112366 
 
0 0 8 0,333333 
156 0 1.#IND 3 0,454998 0 0 0 
 
0 0,5 
157 4,33869 2,40032 4 0,0127599 2,31044 1,80755 2,91277 4,33869 9 0,5 
158 0,252727 1,58949 4 0,694403 0,215326 0,252727 0,237108 0,158999 13 0,333333 





160 0,16602 1,67981 4 0,243338 0,16602 0,128037 0,0988325 0,103338 17 0,333333 
161 0,107467 1.#INF 4 0,199491 0 0,107467 0,0322383 0 10 0,333333 
162 0 1.#IND 2 0,23964 0 0 
  
0 0 
163 0,080958 1,37532 4 0,829524 0,0625658 0,080958 0,0704666 0,0588651 15 0,333333 
164 0,199881 1,32028 4 0,514727 0,151393 0,171099 0,17608 0,199881 13 0,333333 
165 0,155765 2,89938 4 0,169424 0,0537235 0,0740378 0,155765 0,0853482 9 0,5 




0 0 0,166667 
167 1,08171 1,68647 4 0,0852167 1,08171 0,90709 1,01081 0,641403 11 0,5 
168 0,466502 1.#INF 4 0,0319129 0,466502 0,36815 0 0 12 0,333333 
















169 0 1.#IND 4 0,96878 0 0 0 0 10 0,166667 
170 0 1.#IND 3 0,179855 
 
0 0 0 5 0,166667 
171 0,0985895 1.#INF 4 0,177749 0 0,0985895 0 0 10 0,166667 
172 1,68734 1,21877 4 0,816956 1,38446 1,39715 1,43241 1,68734 13 0,333333 
173 0,300103 1.#INF 4 0,0386674 0,28751 0 0,0917532 0,300103 2 0,833333 
174 0,444779 1.#INF 4 0,0802991 0,209191 0,444779 0,349714 0 6 0,833333 
175 0 1.#IND 2 0,110679 
  
0 0 4 0,333333 
176 0,313918 1.#INF 4 0,205589 0 0,103708 0,146363 0,313918 12 0,666667 
177 0,198672 1.#INF 4 0,15366 0,149993 0,198672 0,129776 0 8 0,666667 
178 0,211349 1,92735 4 0,0732382 0,152951 0,189507 0,211349 0,109658 0 1 
179 0,0977224 1.#INF 4 0,337737 0 0 0,0977224 0 10 0,5 
180 0,0141048 1.#INF 4 0,345122 0 0 0,0141048 0 4 0,5 
181 0,308019 1.#INF 4 0,204742 0 0,308019 0,197448 0 15 0,333333 
182 0,0692247 1.#INF 4 0,742298 0 0,0656949 0,0692247 0 6 0,5 
183 0,480428 1,36301 4 0,218233 0,431932 0,357006 0,480428 0,352475 9 0,5 
184 0,17993 1,1634 4 0,751171 0,168217 0,169826 0,17993 0,154659 15 0,333333 
185 0,0718577 1.#INF 4 0,971468 0,0664558 0 0,0489312 0,0718577 15 0,333333 
186 0,109584 1.#INF 4 0,203352 0 0,100965 0,0279357 0,109584 8 0,5 
187 0,0953026 1.#INF 4 0,763439 0,0898706 0,0953026 0,058394 0 16 0,333333 
188 0,0740249 1.#INF 3 0,0418881 0,0433242 0,0740249 0 
 
0 0,5 
189 0,183903 4,96882 4 0,218265 0,139534 0,183903 0,107751 0,0370114 16 0,5 
190 0,0447043 1.#INF 3 0,513479 0 0,0447043 0 
 
0 0,5 
191 0,622005 5,22211 4 0,272394 0,11911 0,26361 0,622005 0,208847 8 0,666667 
192 0,0518468 1.#INF 2 0,00229975 0 0,0518468 
  
0 0 
193 0,113099 1.#INF 4 8,01E-04 0 0 0,113099 0,056105 2 0,833333 

















195 0,192005 4,1805 4 0,109642 0,155205 0,192005 0,135056 0,0459286 3 0,833333 
196 0,217914 1.#INF 3 0,00295163 
 
0,217914 0,0422167 0 3 0,666667 
197 0,114274 1.#INF 3 3,46E-05 
 
0,114274 0,111509 0 3 0,666667 
198 0,0709948 1.#INF 4 0,0564615 0 0,0429326 0,0709948 0 6 0,5 
199 0,767911 1,46105 4 0,426107 0,64421 0,767911 0,52559 0,642514 9 0,5 
200 0,603373 1.#INF 4 0,596715 0,204855 0,207086 0,603373 0 9 0,5 
201 0,233449 5,38798 3 4,92E-05 
 
0,233449 0,0433277 0,20428 0 1 
202 4,71293 1,54129 4 0,163711 4,62026 3,05779 3,58008 4,71293 10 0,5 
203 0,53849 1,47443 4 0,225493 0,53849 0,365218 0,523066 0,526392 16 0,333333 
204 0,382273 1,76957 3 0,0111172 0,216026 
 
0,382273 0,350649 18 0,333333 
205 1,07671 1,71666 4 0,0434487 0,767995 1,07671 0,627211 0,797417 13 0,5 
206 0,188037 1.#INF 4 0,0965548 0,188037 0,06939 0,10629 0 14 0,166667 
207 0,340231 1,63545 4 0,673678 0,250833 0,208035 0,340231 0,282988 13 0,333333 
208 0,345821 3,01112 4 0,936266 0,345821 0,114848 0,222457 0,341396 16 0,333333 
209 0 1.#IND 3 0,0986817 
 
0 0 0 4 0,333333 
210 0,585177 1,64488 4 0,24068 0,355756 0,520508 0,474634 0,585177 8 0,5 
211 0,176437 1,38542 4 0,606248 0,176437 0,136645 0,161441 0,127353 10 0,5 
212 0,116332 1.#INF 4 0,523893 0 0 0 0,116332 4 0,666667 
213 0,532248 1,21019 4 0,720576 0,439804 0,532248 0,478786 0,452325 14 0,5 
214 0 1.#IND 4 0,668151 0 0 0 0 5 0,166667 
215 0,0618097 1,30426 4 0,66673 0,0618097 0,0473907 0,0538908 0,0479923 15 0,333333 
216 0,0638689 1.#INF 3 1,33E-05 0,0523331 0,0638689 0 
 
0 0,166667 
217 0,233111 1,21451 4 0,254095 0,225653 0,194385 0,233111 0,191938 7 0,5 
218 0,170339 1,33134 4 0,976368 0,134258 0,170339 0,168738 0,127946 12 0,5 
219 0,286363 1,38482 4 0,413987 0,286363 0,269955 0,234456 0,206787 11 0,5 




















0 0 0,333333 
221 0,118988 1,411 4 0,153689 0,0843287 0,101392 0,112468 0,118988 12 0,5 
222 0,175425 1,3452 4 0,886532 0,147933 0,141911 0,175425 0,130408 13 0,5 
223 0,170136 1,77675 4 0,364406 0,170136 0,158711 0,150049 0,0957565 15 0,5 
224 0,0599355 2,16807 4 0,0532781 0,0301892 0,0403147 0,0276446 0,0599355 9 0,666667 
225 0,850122 1.#INF 4 1,21E-04 0,850122 0,248912 0,758499 0 0 1 
226 0,263107 1,32314 4 0,782868 0,198851 0,263107 0,225529 0,222887 17 0,166667 
227 0,17626 1,64077 4 0,138932 0,148718 0,107425 0,140377 0,17626 7 0,5 
228 0,180801 1,83395 4 0,0444849 0,0992116 0,180801 0,0985853 0,123995 16 0,333333 




0 0 0,5 
230 0,621098 1.#INF 4 0,0194061 0,473708 0 0,621098 0,424327 16 0,5 
231 0,688928 1,83976 4 0,0974905 0,374466 0,440875 0,556785 0,688928 11 0,666667 
232 0,225848 2,37076 4 0,307273 0,184595 0,095264 0,225848 0,136454 14 0,5 
233 0,342844 1.#INF 4 0,467586 0,342844 0,165129 0,328634 0 15 0,5 
234 0 1.#IND 2 0,507612 0 
  
0 0 0,166667 
235 0 1.#IND 2 0,460093 0 0 
  
0 0 
236 0 1.#IND 2 0,411309 0 0 
  
0 0 
237 0,116579 1,40796 4 0,248754 0,0873619 0,0828002 0,116579 0,107755 10 0,5 
238 0,173722 1.#INF 4 0,938097 0,124884 0,141749 0,173722 0 11 0,5 
239 0,295429 1.#INF 4 0,134946 0,111335 0,130674 0 0,295429 4 0,666667 
240 0,453159 1,66779 4 0,457546 0,360231 0,271712 0,453159 0,297858 8 0,666667 
241 0,388615 3,11725 4 0,324628 0,252187 0,124666 0,321093 0,388615 12 0,333333 





243 0,0433171 1.#INF 4 0,806065 0 0,0433171 0,0382653 0 11 0,333333 
244 0,184571 1,87599 4 0,0539052 0,098386 0,111852 0,184571 0,154895 15 0,333333 

















246 0,140485 1.#INF 3 0,151207 0 0 
 
0,140485 0 1 
247 0,0467819 1.#INF 2 0,0106928 
  
0,0467819 0 6 0,5 
248 0,0921161 1,2965 4 0,605184 0,0710501 0,0829369 0,0851699 0,0921161 15 0,333333 
249 0,588339 3,01269 4 0,0294025 0,481382 0,588339 0,433079 0,195287 8 0,666667 
250 0 1.#IND 3 0,218553 0 
 
0 0 7 0,333333 





252 0,159667 1,32353 4 0,309838 0,142044 0,120651 0,159667 0,120637 11 0,333333 
253 0,530644 1,57204 4 0,080383 0,337551 0,408345 0,42629 0,530644 6 0,666667 




0 0 0,333333 
255 0,0500052 1.#INF 3 0,0762529 0,0500052 0 
 
0 0 0,333333 
256 0,0457826 1.#INF 3 0,0421054 0 0,0457826 0,0406795 
 
0 0,666667 
257 0,0508173 1.#INF 3 0,0852975 
 
0,0467574 0,0508173 0 9 0,5 
258 0,0466987 1.#INF 2 0,0112861 
  
0,0466987 0 16 0,333333 
259 0 1.#IND 2 0,560625 0 0 
  
0 0 
260 1,13635 1,3099 4 0,658904 1,13635 0,867507 0,904721 0,969543 11 0,333333 
261 0 1.#IND 4 0,261654 0 0 0 0 3 0,5 




0 0 0,333333 
263 0,0496283 1.#INF 4 0,514935 0 0 0,0496283 0 9 0,5 
264 0,077067 1.#INF 2 1,02E-04 0 0,077067 
  
0 0 
265 0 1.#IND 3 0,521945 0 0 
 
0 0 0,333333 
266 0,106783 1.#INF 4 0,45341 0 0,0666284 0,106783 0,0992162 16 0,333333 




0 0 0,166667 
268 0,203788 3,72576 4 0,00413346 0,054697 0,0560788 0,203788 0,125798 11 0,666667 
269 0,119076 2,7999 4 0,00950292 0,063159 0,0425288 0,119076 0,0516058 3 0,833333 
270 0 1.#IND 3 0,26782 0 0 
 
0 0 0,5 




















0,0392885 0 0,666667 
272 0,139165 4,8833 4 0,0115054 0,129495 0,124257 0,139165 0,028498 0 1 
273 0,0458401 1,80514 4 0,863989 0,0263679 0,0253942 0,0258184 0,0458401 13 0,333333 





275 0,563092 1,72503 4 0,878834 0,563092 0,367359 0,505116 0,326424 17 0,5 
276 0,243267 1.#INF 4 0,415694 0,0303224 0,153985 0 0,243267 6 0,666667 
277 2,52861 1,22587 4 0,888469 2,49867 2,22652 2,06271 2,52861 13 0,5 





279 1,24762 1,77433 4 0,398171 0,70315 1,17638 1,24762 1,2228 15 0,333333 
280 0,43657 1.#INF 4 0,0273868 0,43657 0,146593 0,0995906 0 6 0,666667 




0 0 0,333333 





283 0,0664215 1.#INF 4 0,209302 0 0,0546856 0,0664215 0,0577143 13 0,333333 
284 0,198683 1.#INF 4 0,241757 0,198683 0 0,0648489 0,183802 12 0,333333 
285 0,237934 4,38435 4 0,18185 0,0542689 0,120593 0,0709358 0,237934 6 0,833333 
286 0,0493486 1.#INF 2 0,00435568 0 0,0493486 
  
0 0 
287 0 1.#IND 3 0,214416 0 0 0 
 
0 0,166667 
288 0 1.#IND 4 0,787093 0 0 0 0 4 0,333333 
289 0 1.#IND 2 0,397335 0 0 
  
0 0 
290 0 1.#IND 2 0,220426 0 0 
  
0 0 
291 0 1.#IND 2 0,490993 0 0 
  
0 0 




   




   




   




   




















   




   




   




   




   




   




   




   


















































































































































































































































































































1 0,240042 0 




1 0,102517 0 





















   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   
0 0 0,333333 



















   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




















   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   




   
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1 0,177693 0 




1 0,272096 0 




1 0,218187 0 




1 0,094713 0 




1 0,0890848 0 




1 0,171029 0 




1 0,097227 0 




1 0,106569 0 




1 0,181903 0 




1 0,102253 0 




1 0,101777 0 




1 0,0898196 0 




1 0,11017 0 




1 0,143151 0 




1 0,185402 0 




1 0,272481 0 




1 0,186558 0 




















1 0,129261 0 




1 0,0967237 0 




1 0,0945663 0 




1 0,0892462 0 




1 0,095907 0 




1 0,0909309 0 
   
0 0 
 
D. Anexo: Tabla de resultados del análisis de imágenes 
Match ID Max Fold 
Match 
Count 





48 0,775279 1,70788 1 0,038038 
 

























0,895157 0 0,666667 
108 3,25742 
 















1 0,00233976 1,62527 
 
0 0,833333 
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Match ID Max Fold 
Match 
Count 

























































1 0,00024056 1,36578 
 
0 1 
0 1,07229 1,72178 2 0,0103531 1,07229 1,05632 4 0,833333 
14 5,73855 1,59767 2 0,0006793 1,6839 5,73855 0 1 
49 0,989954 2,25609 2 0,0212005 0,989954 0,971262 2 0,833333 
51 0,924991 2,03183 2 0,0306394 0,903146 0,924991 6 0,666667 
68 0,715341 1,37336 2 0,0312318 0,561962 0,715341 5 0,666667 
71 0,767433 1.#INF 2 0,0382191 0,767433 0,033311 3 0,833333 
74 1,10289 2,38344 2 0,00613687 1,05355 1,10289 0 1 
75 0,812169 1,88162 2 0,0164441 0,812169 0,344952 3 0,833333 
76 0,89567 1,9876 2 0,0138222 0,89567 0,265471 0 1 
78 1,06859 5,49533 2 0,0147149 1,01072 1,06859 2 0,833333 
82 0,904349 1,48396 2 0,00960926 0,904349 0,888903 3 0,833333 
83 1,60054 1,72705 2 0,0021037 1,37096 1,60054 1 0,833333 
88 1,73471 1,98531 2 0,0111074 1,73471 1,35565 4 0,666667 
93 1,69123 1.#INF 2 0,035637 1,69123 1,60886 4 0,666667 
100 1,11088 1.#INF 2 0,0350365 1,07248 1,11088 6 0,666667 
Anexos 101 
 
Match ID Max Fold 
Match 
Count 





102 1,05848 1.#INF 2 0,0309536 1,01142 1,05848 2 0,666667 
143 1,9917 2,9577 2 0,00021822 1,9917 1,76704 0 1 
145 1,34192 2,96611 2 0,00847387 1,21061 1,34192 3 0,833333 
152 0,884853 1,97587 2 0,04336 0,828948 0,884853 6 0,666667 
153 0,710883 2,01902 2 0,0415697 0,35978 0,710883 4 0,666667 
157 1,83437 1,87786 2 0,00097878 1,83437 1,37907 0 1 
168 1,43959 1.#INF 2 0,0417198 1,28265 1,43959 6 0,666667 
193 2,7534 1.#INF 2 0,030988 2,7534 1,304 2 0,666667 
224 0,949974 1,98533 2 0,0486593 0,896009 0,949974 9 0,666667 
225 4,04 1.#INF 2 0,00040162 2,2388 4,04 1 0,833333 
231 1,5658 1,83976 2 0,0124223 1,5658 1,38127 3 0,666667 
268 1,08383 2,29991 2 0,014687 1,08323 1,08383 4 0,666667 
272 1,25536 4,54399 2 0,0177836 1,06958 1,25536 0 1 
280 1,40879 1.#INF 2 0,0426609 1,21226 1,40879 4 0,833333 
E. Anexo: Tabla de resultados del análisis de imágenes 
Match ID Max Fold 
Match 
Count 




























1,84914 0 0,833333 
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Match ID Max Fold 
Match 
Count 
















































0,981528 0 0,833333 
244 0,877083 1,87599 2 0,0259672 0,606107 0,877083 1 0,833333 
126 0,61972 1,56503 2 0,0498673 0,61972 0,501639 6 0,666667 
206 0,8095 1,76909 2 0,0390097 0,809362 0,8095 7 0,666667 
108 1,04028 1,73139 2 0,0398287 1,04028 1,03225 4 0,666667 
280 1,1069 4,38365 2 0,01989 1,04407 1,1069 6 0,666667 
65 1,20597 1,31193 2 0,0400575 1,20597 1,15176 5 0,666667 
216 1,74177 1.#INF 2 0,00203724 1,2185 1,74177 3 0,833333 
268 1,24726 3,72576 2 0,0188896 1,24726 1,08152 6 0,666667 
124 1,44988 1.#INF 2 0,0184644 1,27318 1,44988 7 0,666667 
231 1,76745 1,48717 2 0,0203567 1,33227 1,76745 7 0,666667 
134 1,64458 1,40429 2 0,0307198 1,36422 1,64458 5 0,666667 
8 1,8405 1.#INF 2 0,00439054 1,67883 1,8405 2 0,833333 
94 1,8585 1,56558 2 0,00172762 1,8585 1,40664 0 1 
149 1,87251 2,95898 2 0,0216141 1,87251 1,51053 5 0,666667 
97 2,75608 1.#INF 2 0,00959531 2,75608 1,63906 3 0,833333 
129 3,82779 1.#INF 2 0,00399387 3,82779 1,63961 1 0,833333 




F. Anexo: Tabla de resultados del análisis de imágenes 
Match ID Max Fold 
Match 
Count 




48 0,509836 1,14781 1 0,0409826 
 




























































1,3586 0 0,666667 
80 1,02759 
 








































1 0,0221374 0,977398 
 
0 0,666667 
255 0,797941 1.#INF 1 0,0466793 0,797941 
 
3 0,666667 
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Match ID Max Fold 
Match 
Count 




1 0,734495 1,42535 2 0,035558 0,482007 0,734495 3 0,666667 
2 1,79043 2,08172 2 0,00061572 1,79043 1,41103 0 1 
8 1,39759 1.#INF 2 0,0445731 1,39759 1,29018 5 0,666667 
12 1,38191 1.#INF 2 0,0484684 1,31503 1,38191 7 0,666667 
61 2,04974 2,11005 2 0,00100094 2,04974 1,85342 1 0,833333 
65 2,60425 2,09007 2 0,00397075 2,60425 1,85982 3 0,666667 
82 1,1259 1,81003 2 0,00760634 1,1259 1,12113 3 0,833333 
83 2,5553 1,88025 2 0,00107392 1,61449 2,5553 0 1 
95 1,10343 1,76188 2 0,0304985 1,0332 1,10343 2 0,833333 
97 3,04488 1.#INF 2 0,00161706 3,04488 1,9422 1 0,833333 
111 1,928 1.#INF 2 0,00314636 1,23981 1,928 0 1 
117 0,873482 1,83256 2 0,0256073 0,873482 0,835821 4 0,666667 
133 1,93178 1,87674 2 0,00657983 1,93178 1,23886 1 0,833333 
145 0,862581 1,85479 2 0,0192114 0,862581 0,801181 4 0,666667 
150 0,480297 1,2853 2 0,0442304 0,480297 0,460607 6 0,666667 
171 2,0156 1.#INF 2 0,0165115 1,95522 2,0156 5 0,833333 
202 1,02564 1,51098 2 0,0455335 1,02551 1,02564 8 0,666667 
206 1,27805 2,70986 2 0,0116237 1,2413 1,27805 3 0,666667 
225 1,36747 3,41535 2 0,0193399 1,36747 1,36288 3 0,833333 
228 0,880726 1,82237 2 0,0231605 0,880726 0,826165 4 0,666667 
230 1,56985 1.#INF 2 0,0276355 1,56985 1,37911 5 0,666667 
233 0,79425 2,07622 2 0,0395178 0,79425 0,545737 4 0,833333 
245 0,771214 1,57426 2 0,0329397 0,771214 0,290378 2 0,833333 
264 3,68967 1.#INF 2 0,010842 3,68967 1,87233 2 0,666667 
280 0,937166 2,9781 2 0,0452326 0,937166 0,849225 8 0,666667 
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